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RESUMO 
 
Está tese está focada na funcionalização do ácido poli(acrílico) 
(PAA) com 1-(3-aminopripil)-imidazol, na caracterização do produto da 
funcionalização, o polímero PAIM, e seu emprego na degradação de 
ésteres. Na caracterização do produto funcionalizado (PAIM) foi 
fundamental o emprego da técnica de eletroforese capilar e titulação 
potenciométrica, que permitiram determinar o grau de funcionalização 
do PAIM, e este concorda com o valor do peso molecular ponderal 
médio obtido por GFC/SEC. A estrutura anfotérica do PAIM 
assemelha-se aos polysoaps, que constituída dos grupos funcionais 
imidazol e carboxilato, permite ao polímero funcionalizado atuar como 
nanoreator, acelerando reações de desacilação e desfosforilação. Os 
grupos carboxilatos e imidazois deprotonados estão ambos disponíveis 
para atuar como nucleófilos ou base-geral na catálise. O PAIM tem sua 
estrutura inspirada em enzimas com atividade catalítica atribuída aos 
aminoácidos de resíduos carboxilato e imidazol. A síntese foi designada 
para posicionar os dois grupos próximos um do outro, permitindo a 
cooperatividade. A eficiência catalítica do polímero foi avaliada para a 
quebra hidrolítica do dietil-2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP), p-
nitrofenil acetato (PNPA) e p-nitrofenil caprilato (PNPC). O PAIM foi 
eficiente e promiscuo aumentando a velocidade de todas as reações até 
10
7
 vezes, estendendo ainda a faixa catalítica para região de menor pH, 
frente ao imidazol livre, na reação com DEDNPP. O PAIM foi então 
alquilado com 1-bromododecano, o que aumentou a velocidade das 
reações em até 10
8
 vezes. Os estudos cinéticos das reações do polímero 
com DEDNPP apontam para dois caminhos distintos, um nucleofílico 
do tipo SN2(P) e outro básico geral como sugerem o baixo valor do 
efeito isotópico do solvente e os valores de entalpia e entropia de 
ativação.   
 
Palavras-chave: éster de fosfato, éster carboxílicos, polímero, catálise, 
hidrólise. 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
This thesis is focused on the functionalization of polyacrylic acid 
(PAA) with 1-(3-aminopropyl)-imidazole, in the product 
characterization (PAIM), and its use in the degradation of esters. 
Amphoteric PAIM is like to polysoaps, and the functional groups 
imidazole and carboxylic acid act as a nanoreactor to accelerate 
deacylation and dephosphorylation reactions. The synthesis was planned 
to position the two functional groups next to each other, allowing 
cooperativity. The catalytic efficiency of the polymer was evaluated for 
the hydrolytic cleavage of diethyl 2,4-dinitrophenyl phosphate 
(DEDNPP), p-nitrophenyl acetate (PNPA) and p-nitrophenyl caprylate 
(PNPC). PAIM was efficient and promiscuous, increasing the rates of 
all reactions up to 10
7
-fold, and its reaction with DEDNPP has 
expanded catalytic activity to lower pH ranges, when compared with 
free imidazole. PAIM was alkylated with 1-bromododecane to increase 
hydrophobicity (PAIM-12), and it increased the rates of reactions up to 
10
8
-fold. For the reaction of PAIM with DEDNPP in a pH-region 
where the imidazole groups are mostly neutral, it was obtained a low 
solvent deuterium isotope effect, and large and negative entropies of 
activation, consistent with simultaneous nucleophilic and general-base 
pathways.   
 
KEYWORDS: Phosphate esters, carboxylate esters, polymers, 
catalysis, hydrolysis. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
A Natureza ao longo de seus 4,5 bilhões de anos sintetizou ao 
acaso inúmeros compostos e de modo seletivo escolheu as enzimas 
como catalisadores na busca do próprio aprimoramento.
1
 O processo 
catalítico executado por enzimas permaneceu por um longo tempo como 
um mistério. Grandes progressos foram feitos, e embora extensamente 
estudas, não são completamente entendidas em nível molecular. As 
reações de hidrólise de ésteres de fosfatos e carboxilatos, como 
exemplo, são aceleradas por enzimas com efeitos catalíticos na ordem 
de 10
6
 a 10
12
 vezes. Efeitos dessa ordem são geralmente atribuídos a: i) 
estabilidade do estado de transição; ii) concentração do substrato em 
sítios hidrofóbicos e iii) grande cooperatividade entre grupos no sítio 
ativo.
2
  
Ésteres de fosfatos participam em vários processos biológicos. As 
fosfohistidinas são importantes intermediários nos processos de 
sinalização biológica e, geralmente, são detectadas em reações de 
fosforilação.
3
 Recentemente foi discutido a participação do imidazol na 
hidrólise do fosfodiéster Bis-(2-(1-metil-1H-imidazolil)-fenil) fosfato 
(BMIPP) que contem dois grupos imidazois na estrutura.
4,5
 Os 
monoésteres existem como intermediários no metabolismo, os 
fosfodiésteres estão presentes no armazenamento e transmissão de 
informação genética, como ácidos desoxirribonucleico e ácido 
ribonucleico (DNA e RNA). Já os triésteres são compostos artificiais 
tóxicos e, não ocorrem naturalmente em moléculas biológicas. Contudo, 
a classe de enzimas conhecidas como paroxonases apareceram 
naturalmente em insetos com a função de hidrolisar esses ésteres.
6,7
  
O incrível poder catalítico das enzimas permite que reações 
enzimáticas possam ocorrer em questão de milissegundos. Entretanto, a 
mesma reação na ausência de catalisador pode proceder com tempos de 
meia-vida (t1/2) de centenas ou milhares de anos.
8
 Por essa razão, esses 
exímios catalisadores se tornaram fonte de interesse e inspiração para o 
desenvolvimento de novas moléculas catalisadoras que possam simular 
o ambiente enzimático.
9,10
 Uma alternativa encontrada, foi o emprego de 
polímeros sintéticos que pudessem ser funcionalizados para tornar-se 
miméticos as enzimas.
1,9-17
 Em 1971, Irving Klotz e colaboradores
17
 
reportaram um dos primeiros polímeros sintéticos com atividade 
catalítica semelhante à das enzimas. Klotz, funcionalizou a 
20 
 
poli(etilenoimina) (PEI) com grupos dodecil, aumentando a 
hidrofobicidade e como sítio catalítico utilizou grupos metileno 
imidazol ancorados à cadeia da PEI.  
O imidazol, como resíduo constituinte da histidina, com pKa 
próximo de 7, pode atuar como ácido geral, base-geral ou nucleófilo, 
tendo ainda como habilidade adicional a capacidade de atuar como base 
de Lewis e assim, fixar e ativar cátions metálicos no sítio ativo da 
enzima. Como consequência, possuem papel fundamental nas serina 
proteases
3
 e nas enzimas que promovem a transferência de fosforila.
18-20
     
Estudos cinéticos comparativos envolvendo a PEI funcionalizada 
e a enzima -quimotripsina e utilizando nitrofenil ésteres como 
substratos, forneceram constantes catalíticas semelhantes. Assim, o 
termo synzyme surge para descrever enzimas sintéticas. Os estudos de 
Klotz prosseguem e um ano depois utilizando PEI funcionalizado com 
os mesmos grupos mencionados acima, reporta um aumento da 
velocidade de hidrólise do 2-hidroxi-5-nitrofenil sulfonato a 4-
nitrocatecol, da ordem de 10
12
 vezes quando comparado ao imidazol 
livre e de 10
2
 vezes em relação á enzima aril sulfatase.
15
  
O desenvolvimento via Química Orgânica Combinatória de 
catalisadores orgânicos miméticos da enzima fosfatase, foi a estratégia 
sugerida por Menger e colaboradores.
1
 Menger ateve-se ao acaso, bem 
como na Natureza, e em um único passo ácidos carboxílicos com 
diferentes grupos funcionais foram ancorados à cadeia da 
polialquilamina e posteriormente, metais como Mg
2+
, Zn
2+
 ou Fe
3+
 
foram complexados ao polímero. Estes catalisadores foram empregues 
na hidrólise de p-nitrofenil fosfato (PNPP) e bis-p-nitrofenil fosfato 
(BPNPP).  
A catálise biomimética vem se destacando como uma nova área 
de pesquisa na organocatálise. Uma ampla variedade de reações 
orgânicas vem sendo catalisada por enzimas miméticas.
9,10
 Sendo, de 
interesse construir macromoléculas hábeis à simular um ambiente 
enzimático
17,21,22
 assim como, o trabalho introduzido por Klotz que 
utilizou a PEI para degradar ésteres de ácidos carboxílicos com grupo de 
saída ativado, muitos exemplos vêm sendo reportado na literatura, 
incluindo centro metálicos, ionenos e nucleófilos alfa,
17,21,23-25
 onde 
macromoléculas têm a habilidade de formar ativos e interessantes 
nanoreatores catalíticos homogêneos. 
21 
 
 Grupos carboxilato e imidazol têm mostrado importantes efeitos 
cooperativos nos sítios ativos da família das fosfolipases D.
26
 Assim 
sendo, esta tese tem como interesse avaliar as reações desses dois 
grupos nucleofílicos ancorados sobre a estrutura de nanoreatores 
poliméricos em reações de hidrólise de ésteres de fosfatos e 
carboxilatos.  
Uma breve revisão bibliográfica é apresentada a seguir em que 
será discutida reações de hidrólise de ésteres fosfóricos, a eficiência e 
evolução das enzimas, mecanismos, bem como mostrados exemplos de 
polímeros catalíticos biomiméticos. 
 
1.1. Enzimas: Exímios catalisadores  
 
A magnitude do poder catalítico das enzimas pode ser avaliada 
quando comparamos as constantes de velocidade para reações biológicas 
na presença de enzimas (kcat) com as respectivas constantes na ausência 
de catalisador (knon). A vida média (t1/2) de reações da enzima 
fosfotriesterase (PTE) passa de 10 anos (não catalisada) para 10
-4 
s 
(catalisada). Como ilustra o gráfico da Figura 1, o incremento da 
velocidade expresso pela razão kcat/knon ultrapassa de 10
17
 vezes para a 
-amilase.27 A descarboxilação da orotidina-5’-fosfato (OMP), passo 
final na biossíntese da pirimidina, é uma reação muito importante na 
síntese dos ácidos nucléicos e procede com t1/2 de 17×10
-3 
s no sítio 
ativo da OMP decarboxilase. A mesma reação em solução neutra e na 
ausência da enzima, procede com t1/2 de 78 milhões de anos.
8
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Figura 1 – Gráfico de valores de kcat e knon em escala logarítmica para 
reação de hidrólise e hidratação a 25°C para as enzimas: Staphylococcal 
nuclease (STN), -amilase (GLU), fumarase (FUM), uréase (URE), 
cloroacrilato dehalogenase (CAA), citidina deaminase (CDA), 
fosfotriesterase (PTE), diidroorotase (DHO) e anidrase carbônica 
(CAN). Os valores de t1/2 servem como referência da escala de tempo. 
Figura adaptada da referência (27).  
 
 
A capacidade catalítica de uma enzima pode ser melhor avaliada 
quando divide-se a constante de velocidade de segunda ordem aparente 
kcat/Km (M
-1
 s
-1
), pela constante de velocidade da reação não catalisada 
em água knon (s
-1
). Onde, kcat é simplesmente a constante de velocidade 
de primeira ordem para a reação de converção do complexo enzima 
substrato (E.S) à produtos e Km representa a constante de Michaelis de 
dissociação do complexo (E.S). Quando todos os sítios catalíticos da 
enzima estiverem ocupados é atingido a velocidade limite, a cinética é 
definida como sendo de Michaelis-Menten. Já, quando a concentração 
do substrato é muito pequena kcat/Km é definida como a constante de 
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segunda ordem para a reação global. Dessa forma, a capacidade da 
enzima em baixar a barreira de ativação junto ao substrato em solução 
pode ser medida. A proficiência de uma enzima expressa em unidades 
de concentração (kcat/Km)/knon (M
-1
) representa o limite inferior da 
afinidade da enzima pelo substrato no estado de transição.
8
 Assim, 
enzimas com maior afinidade para ligar o substrato no estado de 
transição (valores grandes de kcat/Km)/knon), que apresentam 
significativos aprimoramentos nas velocidades são alvos importantes no 
desenvolvimento de novos inibidores ou fármacos.
27
  
O gráfico da Figura 2 ilustra a eficiência catalítica de algumas 
enzimas comparando kcat/Km com a reação espontânea (knon). A enzima 
FUM apresenta maior eficiência catalítica, mais específica em relação 
aos substratos, enquanto a GLU é um pouco menos eficiente, contudo 
possui maior capacidade para acelerar reações lentas.  
 
Figura 2 – Representação gráfica de kcat/km e knon para reação de 
hidrólise e hidratação a 25°C para as enzimas: STN, GLU (●), FUM (●), 
URE, CAA, CDA, PTE, DHO e CAN. Os valores de t1/2 servem como 
referência da escala de tempo. Figura adaptada da referência (28). 
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1.2. Catálise enzimática: A evolução das hipóteses 
 
Uma das primeiras hipóteses oferecidas com o intuito de 
solucionar o mistério da catálise enzimática foi o ‘princípio da chave e 
da fechadura’ descrito por Emil Fischer em 1894.
28
 Fisher propunha que 
o tamanho, a forma e a posição dos sítios de ligações dentro do sítio 
ativo da enzima (fechadura) são ideais para o reconhecimento de 
substratos (chave) específicos. Mais tarde, surge a hipótese de que 
ocorra a pré-organização do sítio ativo (fechadura) assim, “a chave não 
muito se ajustaria a fechadura de forma ideal, mas exerceria uma certa 
tensão sobre ela” desestabilizando dessa forma o estado fundamental. 
Imaginava-se que a enzima pudesse ligar-se a uma forma ativada do 
substrato, ou induzir sua ativação.
29
  
Com o avanço da teoria do estado de transição, Linus Pauling em 
1946 propôs que o sítio ativo de uma enzima (E) liga-se ao estado de 
transição (TS) preferencialmente ao substrato (S) ou produto (P), 
estabilizando o TS e dessa forma baixando a energia de ativação, o que 
origina a catálise, como ilustra a Figura 3.
30
  
 
Figura 3 – Diagrama de energia para uma reação enzimática () e não-
enzimática (  ), onde Gcat corresponde à barreira energética para a 
reação catalisada e Gnon se refere à reação não-catalisada.   
 
25 
 
A estabilização do estado de transição está diretamente 
relacionada com o potencial catalítico da enzima. Fatores como 
dessolvatação e conformação do substrato, forças eletrostáticas, ligações 
de hidrogênio e ligações com metais, contribuem para essa 
estabilização.
31
 As velocidades das reações têm sido empregadas para 
calcular a constante de equilíbrio (1/KTS) para essas hipotéticas ligações 
dos vários estados de transições a suas respectivas enzimas. Para isso, 
um ciclo pseudo-termodinâmico (Esquema 1) vem sendo empregado 
para diversas interpretações.
32
 O Esquema 1 compara a reação 
enzimática com a correspondente reação não catalisada na presença da 
enzima embora, não involvida e também ilustra as ligações no estado 
fundamental e de transição. 
 
Esquema 1 
 
 
No Esquema 1, o valor calculado para KTS = (knonKm)/kcat leva 
em consideração todos os fatores na reação enzimática comparados com 
a mesma reação em solução na ausência da enzima, o que permite 
determinar valores que descrevem a eficiência da enzima. Em outras 
palavras, a eficiência da reação enzimática pode ser explicada pela 
ligação preferencial da enzima ao estado de transição (TS) em relação 
ao solvente.
30
 KTS é formalmente a constante de dissociação da enzima 
no estado de transição e seu inverso é chamado de proficiência catalítica 
e este, avalia o TS em termos de constate de ligação. O que permite 
comparar a afinidade do solvente para se ligar ao TS (reação não 
catalisada) em relação à enzima (reação catalisada). Deve ainda ser 
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ressaltado em relação a proposta de Pauling para ETS, onde a enzima 
não alteraria o substrato, no TS, não é sempre verdadeira. Para algumas 
enzimas uma pequena distorção do substrato, no TS, resulta em uma 
maior eficiência na catálise.
27,29,32,33
  
 
1.3. Promiscuidade Catalítica 
 
As enzimas são reconhecidas pela sua eficiência e pela sua 
especificidade. Acreditava-se que essa especificidade fosse 
exclusivamente para um único substrato. Contudo, evidências vêm 
mostrando a adaptabilidade evolucionária de algumas enzimas que 
catalisam diferentes reações e/ou transformar outros substratos, como 
demonstrado em eventos associados à resistência a fármacos
34
 e à 
degradação de produtos sintéticos como inseticidas e herbicidas.
35,36
 A 
propriedade mostrada por enzimas, onde seu sítio ativo facilita a catálise 
de diferentes classes de substratos envolvendo construção ou quebra de 
diferentes tipos de ligações, é conhecido como promiscuidade 
catalítica.
37
  
A hipótese da ampla especificidade ou promiscuidade existente 
como função em enzimas foi formulada por Jensen em 1976.
38
 Jensen 
propôs que as enzimas primitivas possuíam múltiplas especificidades, 
diferentes das enzimas modernas. Esta especificidade ampla, atuou 
sobre múltiplos substratos para formar uma variada série de capacidades 
metabólicas que pudessem manter os organismos primitivos. A 
formação de enzimas especializadas via duplicação, mutação e seleção, 
levou a atual diversidade de enzimas e ao aumento da eficiência 
metabólica.  
Jensen
38
 e mais tarde O’Brien e Herschlag
39
 sugerem que a 
evolução das proteínas se dá em boa parte pelo importante papel 
desempenhado pela promiscuidade catalítica e que essa evolução se 
processa pela duplicação do gene, na qual a segunda cópia torna-se livre 
da seletividade e assim pode acumular mutações que eventualmente 
conduziriam à enzima com uma nova função. Contudo, estudos têm 
mostrado que a promiscuidade catalítica pode ser aprimorada com 
poucas mutações, sem fazer com que a enzima perca a sua atividade 
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natural nativa, mesmo antes da duplicação do gene,
40
 sendo este um 
processo lento que levaria milhões de anos.
41
  
As recentes evoluções de algumas proteínas têm ocorrido em 
questão de meses ou anos, o que reforça a ideia de que mutações 
promovem pequenos efeitos sobre a atividade nativa de uma enzima 
(sem duplicação do gene) e grandes efeitos sobre suas funções 
promíscuas.
42
 Ou seja, a proteína não precisa dispensar-se da sua função 
nativa para sofrer rápidas mutações e, como exemplo, facilitar a 
resistência a fármacos.    
A degradação de produtos sintéticos como inseticidas e 
herbicidas
35,36
 pela paraoxanase, uma fosfotriesterase bacterial, faz parte 
de uma classe de enzimas com capacidade de hidrolisar fosfotriésteres 
como o antropogênico inseticida paraoxon.
42-44
 Estudos da 
carboxilesterase humana 1 (hCE1) mutante, homóloga da 
acetilcolinesterase (AChE), têm demonstrado aumentos na velocidade 
de defosforilação de agentes neurotóxicos como Sarin, Soman e 
Ciclosarin de cinco, vinte e mais de trinta mil vezes, respectivamente, 
que a hCE1 nativa.
45
  
A promiscuidade catalítica tem despertado interesse industrial, 
seja nas sínteses de novos compostos e/ou na detoxicação de compostos 
recalcitrantes,
44,46-48
 bem como estimulando o interesse de pesquisadores 
que exploram modelos enzimáticos que possam mimetizar as funções 
dessas enzimas.
49
  
 
1.4. Atividade catalítica enzimática promovida por imidazol 
 
O imidazol, na forma de resíduo constituinte da histidina, é de 
grande relevância nas atividades catalíticas de algumas enzimas 
relacionadas a reações de desfosforilação, hidrólise de ligação peptídica 
e tantas outras. Algumas dessas enzimas serão brevemente apresentadas.  
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1.4.1. Fosfolipases D 
 
As superfamílias das fosfolipases D (PLD) têm em comum 
sequencias de aminoácidos, HisXLys(X)4Asp(X)6GlySerXAsn, a qual 
ocorre duas vezes (duplo domínio) nas holoenzimas. Isto permite que as 
superfamílias das fosfolipases D façam uso de dois resíduos ativos 
distintos de histidina como sítios catalíticos para catalisar a clivagem de 
fosfodiésteres não reativos. O resíduo nucleofílico da proteína, que é o 
imidazol da histidina, forma uma ligação covalente ao grupo fosfato do 
substrato formando um intermediário fosforil-enzima. Esse 
intermediário covalente é subsequentemente destruído via ataque 
nucleofílico por uma molécula de água liberando os produtos da 
hidrólise (Esquema 2).
4,26
  
 
Esquema 2 
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1.4.2. Serina proteases 
 
Serina proteases correspondem a quase um terço das proteases e 
apresentam, em seu sítio catalítico, o resíduo da serina (Ser) que reage 
como nucleófilo. O primeiro sítio catalítico de uma protease revelado 
por cristalografia de raios-X foi o da -quimotripsina. O clássico 
mecanismo da -quimotripsina mostra a presença do trio catalítico Asp-
His-Ser.
50,51
 Esse trio é extremamente importante em serina proteases, 
onde há uma ligação de hidrogênio entre aspartato (Asp) e o imidazol da 
histidina (His),
52
 o que faz com que o imidazol aumente sua basicidade. 
Em reações catalisadas, o grupo imidazol atua como uma base retirando 
um próton do oxigênio da serina, formando um nucleófilo poderoso para 
atacar o grupo carbonílico do substrato (Esquema 3).
53
  
 
Esquema 3 – Mecanismo aceito para a hidrólise de peptídeos catalisada 
por serina proteases, adaptado da referência 53.  
 
 
1.4.3. Acetilcolinesterase 
 
A acetilcolinesterase (AChE) é a serina protease responsável pela 
hidrólise do neurotransmissor acetilcolina na sinapse das células 
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nervosas. A inibição da acetilcolinesterase leva ao acúmulo de 
acetilcolina, o que resulta na saturação permanente dos receptores 
muscarínicos e nicotínicos, provocando a crise colinérgica do 
sistema.
54,55
 O sítio ativo da AChE é constituído do trio catalítico Ser-
His-Glu, responsável por catalisar a hidrólise da acetilcolina em um 
mecanismo de dois passos: (1) o grupo imidazol do resíduo histidina 
aumenta o potencial nucleofílico do oxigênio da Ser, o qual ataca a 
acetilcolina, para formar um estado de transição tetraédrico o qual 
colapsa à acetil-enzima com liberação da colina; (2) na segunda etapa, 
uma molécula de água ativada, pela histidina, ataca a acetilserina 
levando a formação do segundo estado de transição tetraédrico, que 
libera a enzima livre e ácido acético (Esquema 4). 
 
Esquema 4 – Mecanismo aceito para a hidrólise de acetilcolina 
catalisada pela AChE, adaptado da referência 54.  
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1.4.4. Ribonuclease A 
 
A ribonuclease A (RNAse A) tem sido a enzima mais estudada 
no século vinte
18
 e tem como papel catalisar a quebra da ligação P-O do 
RNA. Os três resíduos mais importantes para exercer a catálise são: 
His12, His119 e Lys41.
56,57
 A degradação do RNA (Esquema 5) é 
iniciada com o imidazol do resíduo da His12 que atua como uma base-
geral e abstrai um próton do oxigênio-2’ do substrato facilitando, dessa 
forma, o ataque sobre o átomo de fosforo. O íon imidazolio do resíduo 
His119 atua como um ácido geral e protona o oxigênio-5’’ do substrato 
o que facilita a sua saída para formar o 2’, 3’-ciclo-fosfato.
58
 Os resíduos 
da Lys41 e Phe120 devem estabilizar o excesso de cargas negativas por 
interações eletrostáticas e ligações de hidrogênio.
57
   
 
Esquema 5 – Mecanismo para a quebra da ligação P-O do RNA 
catalisada pela ribonuclease A. 
 
 
O imidazol como resíduo constituinte da histidina é um dos mais 
versáteis grupos catalíticos disponíveis em enzimas. Em pH fisiológico 
(7,3) o imidazol está 50% protonado.
59
 Tal peculiaridade confere ao 
imidazol o poder de atuar como ácido-geral, base-geral e nucleófilo. 
Como base de Lewis, fixa e ativa cátions metálicos. Consequentemente, 
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essa versatilidade é fundamental no sítio ativo das serinas proteases
60
 e 
das enzimas que promovem a transferência de fosforila.
19,20,61
  
 
1.5. Ésteres de fosfatos 
 
A natureza ao longo do seu desenvolvimento ateve-se aos ésteres 
de fosfatos, para desempenhar uma variedade de processos biológicos, 
seja no metabolismo (intermediários monofosforilados), bem como no 
armazenamento e transmissão de informação genética (DNA e RNA). Já 
os triésteres são compostos que não têm sido identificados como 
ocorrendo naturalmente em sistemas biológicos.
6
  
A seleção pelas ligações PO ou P–N realizada pela natureza, por 
mais casual que seja, parece justificada. Moléculas com esse tipo de 
ligação apresentam estabilidade significativa em reações de hidrólise. 
Assim, são moléculas resistentes à ação da água, do solo e do ar, 
permitindo que DNA e RNA possam armazenar informações. O 
trifosfato de adenosina (ATP), possui uma ligação tipo anidrido, que 
permite sua atuação como moeda de troca de energia.
62,63
 Por razões 
semelhantes, pesticidas, inseticidas e gases de guerra podem atingir seus 
locais de ação biológica sem serem destruídos.
64
  
Algumas moléculas eletricamente neutras apresentam 
solubilidade em lipídios e desta forma podem atravessar a membrana 
celular. No entanto, moléculas ionizadas são insolúveis. Esta regra não 
pode ser tomada como absoluta, visto que compostos polihidroxilados 
como açúcares podem ser lipofóbicos sem sofrerem ionização. Da 
mesma forma moléculas extremamente insolúveis em água como 
esteroides podem conservar-se no interior da célula.
62
 Certamente, 
moléculas ionizadas podem ser mantidas com maior facilidade no 
interior da célula. Os grupos fosfodiésteres do DNA e RNA são 
carregados negativamente, o que os torna mais resistentes a hidrólise, 
sendo o t1/2 para a reação espontânea da hidrólise do DNA estimado em 
200 milhões de anos.
65
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Os ésteres de fosfatos são classificados como mono-, di e 
triésteres, dependendo do número de grupos ésteres presentes (Figura 
4). Os monoésteres e diésteres de ácido fosfórico contêm grupos 
hidroxila na sua estrutura, o que lhes conferem uma funcionalidade 
adicional, que equivale à de ácidos dipróticos e monopróticos, 
respectivamente.
64
  
 
Figura 4 – Estrutura geral para monoésteres, diésteres e triésteres de 
fosfato.  
 
 
O primeiro pKa para mono- e diésteres de fosfato está em torno de 
1-2, o que permite sua ionização em pH fisiológico, já o segundo pKa 
para monoéster alquílico é em torno de 7.
62,66
 Carregados 
negativamente, os ésteres de fosfatos estão menos propícios ao ataque 
nucleofílico no átomo de fósforo. Nucleófilos e/ou íons hidróxidos, são 
repelidos por cargas negativas e, dessa forma, a reação é mais lenta com 
ânions do que com substratos neutros em solução alcalina. No entanto, 
em soluções ácidas devido a influência dos íons hidrônio, o fósforo 
aumenta sua carga positiva, facilitando reações com espécies 
nucleofílicas, como a água.
67
 Tais peculiaridades são coerentes com o 
papel fundamental do DNA na preservação da informação genética e 
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explicam porque a natureza escolheu os ésteres de fosfatos para exercer 
essa função.
62,64
  
 
1.5.1. Agentes neurotóxicos organofosforados 
 
O gás cloro foi usado por tropas alemãs como arma química 
durante a Primeira Guerra Mundial em abril de 1915
68
 na cidade de 
Ypres (Bélgica) contabilizando aproximadamente 91 mil mortes.
69
 Tal 
evento desencadeou a corrida em busca de novas armas químicas, que 
culminou com a chegada dos agentes neurotóxicos organofosforados. 
Vale ressaltar que ao redor do mundo, principalmente em áreas rurais, o 
envenenamento provocado por pesticidas organofosforados tem 
provocado a morte de mais de 200 mil pessoas ao ano.
70
  
A toxicidade dos agentes organofosforados resulta da inibição 
irreversível da enzima acetilcolinaesterase (AChE) via fosforilação de 
um resíduo hidroxílico de serina no sítio ativo da enzima. A inibição 
irreversível da AChE causa o acúmulo de acetilcolina na sinapse das 
células nervosas conduzindo à superestimulação dos receptores 
colinérgicos, convulsões, parada respiratória e morte.
54,71
  
O tratamento moderno para o envenenamento com agentes 
neurotóxicos organofosforados, combina o uso de atropina 
(antimuscarínico), diazepam (anticonvulsivo) e um reativador da AChE 
da família das oximas (nucleófilos detentores do efeito alfa) como a 
pralidoxima (1).
54,55,72
  
 
 
(1) 
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A primeira geração dos agentes neurotóxicos organofosforados, 
chamados de agentes G, foram desenvolvidos na Alemanha durante a 
Segunda Guerra Mundial, no final de 1930 e na década de 1940. Dentre 
eles estão o cianofosforoamidato Tabun (GA) e os metilfluorofosfatos 
Sarin (GB), Soman (GD) e Ciclosarin (GF). A segunda geração utiliza 
metilfosfotioatos chamados de agentes V (Venomouns agents) e, surge 
pós-guerra no início de 1950 com o VX, desenvolvido na Grã-Bretanha; 
o isômero RVX na Russia; e o isômero CVX na China (Figura 5). Os 
agentes V diferem dos agentes G por sua persistência. Isto é, não sofrem 
hidrólise rápida e não apresentam volatilidade, garantindo uma maior 
persistência após sua aplicação.
54,69,71
  
Esses agentes foram produzidos em milhares de toneladas, com 
quantidades enormes estocadas em países como Estados Unidos da 
América e Rússia. Em 29 de abril de 1997 entrou em vigor um tratado 
discutido na Convenção Internacional Mundial sobre a Proibição do 
Desenvolvimento, Produção, Armazenamento e Uso de Armas 
Químicas (CPAQ). O trabalho estabeleceu entre outros objetivos, a total 
destruição e detoxificação dessas armas pelos países detentores.
64
 No 
entanto, recentemente jornais do mundo todo reportaram o conflito na 
Síria, na manhã do dia 21 de agosto de 2013,
73
 onde grupos de rebeldes 
refugiados no subúrbio da capital Damasco foram atacados com misseis 
contendo gás Sarin o que levou a morte de centenas de pessoas.  
Embora, já tenham decorridos 16 anos do tratado da CPAQ, o 
desenvolvimento de novas técnicas de detoxificação desses agentes não 
é tão simples e continuam sem uma solução adequada.  
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Figura 5 – Estruturas de agentes neurotóxicos fosforados utilizados 
como pesticidas ou armas químicas.  
 
A detoxificação de armas químicas consiste na remoção do 
caráter tóxico. A hidrólise desses compostos pode ser considerada um 
método base para detoxificação. Contudo, intermediários e produtos 
gerados não devem ser tóxicos, e também, não deve ser possível a partir 
deles formar novamente armas químicas. A degradação do VX
74
 está 
ilustrada no Esquema 6, mostrando várias possibilidades de ataque 
nucleofílico. Consequentemente, há possibilidade de formar diferentes 
produtos, um dos quais retêm significante toxidez (EA 2192). Assim, é 
importante estudar os diferentes mecanismos envolvidos em reações de 
detoxificação de organofosforados. Em condições neutras, a hidrólise do 
VX (Esquema 6) conduz a quebra seletiva da ligação P–S produzindo o 
ácido etil-metilfosfônico (EMPA) de toxidez desprezível. Entretanto, 
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em meio básico a quebra da ligação P–O e P–SR competem 
cineticamente com a quebra da ligação P–O favorecida (uma diferença 
de 3,2 kcal mol
-1
 foi estabelecida por cálculos computacionais) levando 
ao produto EA 2192 que é significativamente tóxico.
75
 Dentre as reações 
de substituição nucleofílica promovidas via os conhecidos nucleófilos 
detentores do efeito alfa, as oximas vêm provando sua eficiência na 
hidrólise seletiva de organofosforados do tipo V. Desta forma, 
representam uma alternativa promissora para a detoxificação dessas 
estruturas.
72,76
  
 
Esquema 6 
 
 
1.5.2. Substituição nucleofílica em ésteres de fosfatos 
 
As reações de substituição nucleofílica em ésteres de fosfatos 
acontecem via dois mecanismos conhecidos: (i) o primeiro envolve a 
quebra da ligação carbono-oxigênio, com o átomo de carbono da ligação 
P–O–C atuando como eletrófilo. Esta reação resulta na substituição do 
grupo fosfato pelo nucleófilo, mantendo intacta a ligação P–O; (ii) o 
segundo mecanismo acontece com quebra da ligação fosforo-oxigênio. 
O nucleófilo ataca o átomo de fosforo central, liberando o álcool ou 
alcóxido via quebra da ligação P–O, mantendo a ligação O–C.
64
  
Os mecanismos podem ser facilmente distinguidos em reações de 
hidrólise: quando o éster fosfórico é hidrolisado na presença de água 
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rica em O
18
, já que a localização do átomo de O
18
 nos produtos indica o 
local de ataque sobre o substrato (Esquema 7).
77
  
 
Esquema 7 
 
 
O mecanismo que envolve a quebra da ligação C–O em ésteres de 
fosfato pode ser favorecido em pH baixo, quando o ácido fosfórico é o 
melhor grupo de saída. Já em valores de pH maiores, onde o grupo de 
saída possui carga negativas, a hidrólise ocorre preferencialmente via 
quebra da ligação P–O.
77,78
  
Em geral o mecanismo das reações de substituição com quebra da 
ligação P–O pode proceder através de três caminhos distintos: 
dissociativo, associativo e concertado (Figura 6).
77,79
  
O mecanismo dissociativo ocorre em duas etapas, descritas pela 
IUPAC como DN + AN.
80
 Inicialmente, na etapa determinante da 
velocidade da reação, ocorre a dissociação do substrato, com liberação 
do ânion metafosfato hidratado (PO3
-
). Na segunda etapa, o átomo de 
fósforo é atacado pelo nucleófilo. O mecanismo associativo, também 
ocorre em duas etapas, adição e eliminação (AN + DN), em uma reação 
que é muitas vezes descrita como SN2(P). A etapa limitante da 
velocidade é o ataque nucleofílico sobre o átomo de fosforo tetraédrico, 
o que leva a formação do intermediário pentacoordenado (fosforano) ou 
a um estado de transição com geometria do tipo bipirâmide trigonal. No 
mecanismo concertado (ANDN) não há formação de intermediário e a 
adição e a eliminação ocorrem em uma única etapa.
6
 Assim, o 
mecanismo concertado pode ser classificado como dissociativo ou 
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associativo dependendo do sincronismo entre a ligação que está sendo 
formada com a ligação que está sendo quebrada, como pode ser 
visualizado na Figura 6. Os estados de transição para estes dois 
caminhos percorridos (dissociativo e associativo) diferem no quanto o 
grupo de saída está afastado do átomo de fósforo e quanto o nucleófilo 
está próximo do átomo de fósforo, respectivamente.
81
  
 
Figura 6 – Três possíveis caminhos para a reação de substituição em 
ésteres de fosfato: ataque do nucleófilo (Nu
-
) sobre o éster de fosfato, 
exemplificado para o monoéster, mostrando os caminhos: associativo 
(AN), concertado (ANDN) e dissociativo (DN), respectivamente. Figura 
adaptada da referência 79.  
 
 
Os fosfomonoésteres podem existir na forma neutra, 
monoaniônica ou dianiônica, dependendo do pH. A forma neutra existe 
apenas em condições muito ácidas (pH < 1), o que tem feito que essa 
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espécie seja muito pouco estudada. A forma monoaniônica tem sua 
concentração elevada em pH  4,
82
 sofrendo hidrólise mais rápidamente 
que a forma dianiônica dos monoésteres. Os monoésteres somente 
existem na forma dianiônica em pHs neutros e alcalinos, sendo mais 
reativos do que os monoaniônicos quando o grupo de saída é melhor, 
como por exemplo o 2,4-dinitrofenil fosfato. Isto acontece porque, em 
geral, a natureza dissociativa de uma reação é favorecida com melhores 
grupos de saída.
82
  
Acreditava-se que os monoésteres dianiônicos reagissem por um 
mecanismo puramente dissociativo do tipo SN1 (DN + AN), com a 
liberação do ânion metafofato na etapa determinante da velocidade da 
reação. Contudo, não há evidências da formação do intermediário 
metafosfato em água e a constante de hidrólise demonstra uma fraca, 
mas perceptível dependência da basicidade do reagente nucleofílico,
83
 
indicando uma possível participação no estado de transição. Essas 
evidências são indicativas de que a reação segue um mecanismo 
concertado, com um estado de transição mais “solto”, que passa mais 
perto do caminho dissociativo. Isto significa que a quebra da ligação 
com o grupo de saída está mais adiantada que a formação da ligação 
com o nucleófilo (Figura 7, desvio da diagonal traçada entre reagentes e 
produtos). Na Figura 7, estão descritos como estados de transição 
“solto”, aqueles localizados no canto inferior do diagrama, onde a 
quebra da ligação do grupo de saída está adiantada frente ao ataque do 
nucleófilo. Um estado de transição “rígido”, corresponde aquele 
localizado no canto superior do diagrama, onde o nucleófilo está 
adiantado em relação ao grupo de saída  
Estes estudos foram realizados com monoésteres de fosfato 
arílicos, já que monoésteres alquílicos reagem muito mais lentamene. 
Uma recente investigação da hidrólise da espécie dianiônica do 
monoéster metil fosfato, mostrou que a constante de velocidade poderia 
ser estimada em 210
-20
 s
-1
 a 25°C.
6
 Essa velocidade é próxima da 
velocidade prevista pela extrapolação do gráfico de Brönsted obtido 
para monoésteres dianiônicos arílicos, sugerindo um mecanismo similar 
para ésteres alquílicos e arílicos.  
Já o triéster tris-2-piridil fostato (TPP) o qual apresenta alta 
velocidade de hidrólise espontânea, tem a quebra da ligação P – OAr  
explicada pelo efeito ativante dos grupos vizinhos ao grupo de saída.
84
 
O efeito dos grupos vizinhos ao grupo de saída pode ser igualmente 
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significante à reatividade do nucleófilo e do grupo que se despede. Esse 
efeito é considerável, para a hidrólise espontânea e significantemente 
pequeno para reações com bons nucleófilos. Ou seja, a velocidade da 
quebra de um triéster de fosfato depende de ambos os grupos, o que se 
despede e os vizinhos deste. A hidrólise espontânea do TPP envolve o 
mecanismo concertado do tipo SN2(P), com todos os grupos, nucleófilo, 
grupo de saída e grupo vizinho ao grupo de saída contribuindo, em grau 
diferente, para estabilizar o estado de transição.              
 
Figura 7 – Diagrama de More–O’Ferrall–Jencks para a transferência de 
grupo fosforila de fosfomonoésteres, diésteres e triésteres. As 
coordenadas AN e DN correspondem à distância entre o nucleófilo (Nu
-
) 
e o átomo de fósforo e a distância do átomo de fósforo e o grupo de 
saída (X).  
 
 
A forma monoaniônica dos monoésteres também deve seguir o 
mecanismo concertado. Contudo há indícios de existência de um 
discreto intermediário metafosfato, o que indica um mecanismo 
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preassociativo.
85
 Um valor pequeno do parâmetro de Brönsted para 
grupos de saída, representado como lg (-0,27),
82
 indica pouca alteração 
na carga efetiva sobre o grupo de saída no estado de transição. Este 
resultado é consistente com a transferência de próton do grupo fosforila 
para o grupo de saída, formando uma espécie zwitteriônica com 
participação de uma ou mais moléculas de água. A basicidade do grupo 
de saída é dependente da transferência de próton, e isso indica um 
estado de transição dependente dessa basicidade.
6
 Logo, monoésteres 
monoaniônicos podem ser hidrolisados através de mecanismos 
concertado ou preassociativo. Em ambos casos, o grupo de saída é 
auxiliado por uma reação de transferência de próton intramolecular. 
Valores de coeficientes de Brönsted para o nucleófilo (nuc) e 
para o grupo de saída (lg), bem como os resultados de efeito isotópico 
cinético indicam que fosfodiésteres aniônicos sofrem ataque direto pelo 
nucleófilo na etapa limitante da velocidade, de acordo com um 
mecanismo concertado (ANDN) com estados de transição intermediários 
entre os estados de transição “soltos” para as reações com monoésteres e 
os estados de transição “rígidos” para as reações de triésteres (Figura 
7). Fosfodiésteres monoaniônicos com grupos de saída bons, seguem um 
mecanismo bimolecular associativo com caráter concertado, sem 
formação de intermediário onde o estado de transição assemelha-se a um 
fosforano dianiônico.
6
 Um mecanismo no qual há transferência de 
próton é uma alternativa plausível em valores de pH menores, onde as 
espécies neutras sejam predominantes.
86
  
Os triésteres são os ésteres fosfóricos mais reativos. Em geral, 
triésteres acíclicos seguem um mecanismo concertado com alto caráter 
associativo e um estado de transição cuja natureza “rígida” aumenta com 
o aumento da basicidade do grupo de saída.
6
  
Estudos de relações lineares de energia livre, efeito isotópico 
cinético e cálculos teóricos têm ajudado a identificar mecanismos das 
reações de mono, di e triésteres de fosfatos Em geral, pode ser concluído 
que: (i) a reação de hidrólise de um monoéster ocorre via estado de 
transição “solto” na qual a quebra da ligação do grupo de saída está 
adiantada e a participação do nucleófilo na etapa limitante da velocidade 
é pequena; (ii) diésteres acíclicos e triésteres com bons grupos de saída 
sofrem hidrólises por mecanismo concertado passando por estado de 
transição com uma maior participação do nucleófilo; (iii) em reações de 
diésteres, o ataque nucleofílico e a despedida do grupo de saída estão de 
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certa forma em sincronia em um mecanismo do tipo concertado ANDN; 
(iv) em reações de triésteres, não se observa a formação do 
intermediário pentacoordenado (fosforano), mas sim um estado de 
transição “rígido” com o nucleófilo adiantado em relação ao grupo de 
saída.
87
  
 
1.6. Reações Envolvendo Catálise Inter- e Intramolecular 
As reações intramoleculares geralmente ocorrem com maior 
eficiência que reações intermoleculares. Isso tem sido justificado pela 
teoria espaço-temporal desenvolvida por Menger,
88
 que considera 
fatores como ângulo, entropia e proximidade. A eficiência da catálise 
intramolecular é definida em termos da Molaridade Efetiva (ME) do 
grupo catalítico (ME = k1(intra) / k2(inter)), que corresponde a razão da 
constante de velocidade de primeira ordem para a reação intramolecular 
(k1(intra)) e a constante de velocidade de segunda ordem para a reação 
intermolecular (k2(inter)). Ambas reações devem proceder pelo mesmo 
mecanismo e condições experimentais. A ME expressa em mol L
-1
 é 
definida como a concentração do grupo catalítico (nucleófilo ou 
eletrófilo) necessária no processo intermolecular para igualar a constante 
de velocidade da reação intramolecular.
89
  
Reações inter- e intramoleculares podem ser diferenciadas de 
forma simples. Em uma reação intermolecular os grupos fazem parte de 
moléculas distintas já, para uma reação intramolecular, os grupos 
reativos estão ancorados à mesma molécula como pode ser observado no 
Esquema 8, no qual é apresentada esquematicamente a catálise básica 
geral observada na reação de hidrólise da aspirina.
90
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Esquema 8. Rotas mecanisticas definidas para a hidrólise da aspirina 
via catálise básica geral intramolecular (k1(intra) e para a reação 
intermolecular (k2 (inter)).  
 
O fato das reações intramoleculares apresentar maior velocidade 
que as reações bimoleculares, têm feito destas, modelo simples para 
explicar a magnitude catalítica das enzimas em sistemas biológicos. Um 
mecanismo para a quebra de uma ligação X–Y combinando catálise 
básica geral, nucleofílica e ácido geral pode ser visualizado no 
Esquema 9. Embora, o custo entrópico para a reação do Esquema 9 é 
muito grande em soluções homogêneas, não é problema no sítio ativo de 
uma enzima, onde o substrato e grupos catalíticos estão em estreita 
proximidade. Assim, é conveniente desenvolver modelos em que os 
grupos funcionais estejam em estreita proximidade em uma mesma 
molécula.
91
   
Esquema 9 
 
 
A catálise nucleofílica intramolecular que ocorre no sítio 
catalítico das serinas proteases, Esquema 3, pode ser modelada pela 
lactonização de uma hidroxiamida (Esquema 10), a qual pode ser muito 
mais rápida do que a hidrólise neutra de amidas não ativadas. A 
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formação de ciclos termodinamicamente favoráveis pode conduzir a 
sistemas catalíticos simples e assim, compostos derivados de amidas, 
glicosídeos e ésteres de fosfatos, que são muito estáveis (com tempos de 
meia vida de milhões de anos em pH próximo a 7) podem ser clivadas 
em segundos.
91
  
 
Esquema 10 
 
A catálise inter- e intramolecular é uma ferramenta importante 
para identificar o mecanismo pelo qual determinada reação ocorre. Isto 
porque, reações que procedem por catálise nucleofílica intramolecular 
são muito mais eficientes que aquelas que ocorrem por catálise básica 
geral (em geral com ME < 80). Assim, é fundamental conhecer o valor 
da ME.
89
  
 
1.7. Catálise ácida e básica 
 
A catálise ácida e básica pode ser geral ou específica. A catálise 
geral é detectada através das medidas das velocidades de uma reação em 
pH constante, na presença de diferentes concentrações do tampão. 
Quando as constantes de velocidade são independentes da concentração 
do tampão, a catálise específica está envolvida. Para a catálise ácida 
específica a constante de velocidade é dependente da concentração do 
íon hidrônio (H3O
+
) e os componentes do tampão não têm efeito sobre a 
velocidade da reação. Por outro lado, se a velocidade aumenta com o 
aumento da concentração do tampão em pH constante, a constante de 
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velocidade da reação é dependente da concentração dos componentes do 
tampão, quer seja a forma ácida HA ou a forma básica A
-
. A 
dependência da constante de velocidade de uma reação catalisada por 
ácidos ou bases de Brönsted em relação à concentração de tampão, num 
pH constante, é indicativa de catálise ácida ou básica-geral.  
É importante notar que na catálise ácida específica o reagente está 
em equilíbrio com seu ácido conjugado e a transferência de prótons não 
faz parte da etapa determinante da velocidade. Já, na catálise ácida geral 
a transferência de prótons faz parte da etapa determinante da velocidade 
(Esquema 11). O termo “geral” refere-se ao fato de que qualquer ácido 
ou base que for adicionado à solução afetará a velocidade da reação. O 
termo “específico” refere-se ao fato que apenas um ácido ou base, que 
faz parte do solvente afeta a velocidade (hidrônio ou hidróxido, quando 
o solvente é água).
92,93
  
 
Esquema 11 – Mecanismos da catálise ácida geral e específica na 
hidratação da acetona.  
 
 
As catálises básicas (Esquema 12) seguem princípios 
semelhantes daqueles discutidos na catálise ácida. Na catálise básica 
específica o equilíbrio envolve íon hidróxido na primeira etapa da 
reação e a base não está envolvida no passo determinante da velocidade. 
Na catálise básica geral a base está envolvida no passo determinante da 
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velocidade participando, por exemplo, para desprotonar a água que está 
sendo adicionada ao substrato.
92
 Os Esquemas 11 e 12 representam 
possíveis mecanismos para a hidratação da carbonila e ilustram 
discussões aqui propostas, sendo assim, não devem ser tomados como o 
cenário mecanístico mais correto.
92
  
 
Esquema 12 – Possível mecanismo envolvendo catálise básica geral e 
específica para a hidratação da acetona.   
 
 
Em sistemas biológicos os grupos de saída não são sempre bons e 
a hidrólise da ligação P–O em ésteres de fosfatos depende da assistência 
de eletrófilos apropriadamente posicionados. Isto geralmente é feito por 
um cátion metálico, ou por um ácido geral em enzimas que não fazem 
uso de metal no sítio ativo e, em geral, a catálise ácido-base geral é 
muito eficiente nos sítios ativos das enzimas. Assim, os modelos 
apresentados na Figura 8 são estudados para aprimorar nossos 
conhecimentos sobre catálise intramolecular na reação de transferência 
do grupo fosforila (PO3
-
).
4,94,95
 A transferência de fosforila do 8-
(dimetilamônio)-naftil-1-fosfato ocorre através da catálise ácida geral do 
grupo vizinho NH
+
, a reação é acelerada em torno de 10
6
 vezes
96
 e a 
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ligação de hidrogênio intramolecular é fundamental na catálise 
observada.  
 
Figura 8 – Modelos de reações intramoleculares de ésteres de fosfatos, 
que incluem possíveis catálises ácido geral (em vermelho) e base-geral 
(em azul). Na reação do bis-(2-(1-metil-1H-imidazolil)-fenil) fosfato, 
deve ser levada em consideração evidências que apontam para uma 
possível catálise nucleofílica intramolecular, não representada na 
figura.
4
  
 
 
1.8. Catálise nucleofílica 
 
A catálise nucleofílica pode ser definida como uma reação na 
qual o nucleófilo reage muito mais rapidamente que qualquer outra 
espécie e liga-se de forma covalente com um dos reagentes, gerando um 
intermediário mais reativo do que o reagente de partida, aumentando a 
velocidade da reação. Os mecanismos de catálise básica geral e catálise 
nucleofílica são cineticamente equivalentes. A catálise nucleofílica pode 
ser caracterizada rapidamente quando se consegue identificar ou 
capturar o intermediário formado. A não identificação do intermediário 
não significa que não haja catálise nucleofílica mas, já que o 
intermediário pode ser instável. Outras estratégias para distinguir os 
49 
 
mecanismos podem ser a determinação dos efeitos isotópicos e a análise 
do gráfico de Brönsted. Assim várias evidências podem ser utilizadas 
para apontar para um mecanismo de forma mais convincente e 
conclusiva.
91
  
A transferência não enzimática de fosforila do ATP para aminas, 
tem sido estudada como base para o entendimento de reações 
enzimáticas. O estudo comparativo entre as reações com nucleófilos 
como oxigênio ou nitrogênio, permite sugerir que a reação do ATP com 
um nucleófilo com oxigênio, pode ser acelerada utilizando uma amina 
nucleofílica, com o subsequente colapso do intermediário amino 
fosforilado. Em geral, as reações com aminas são de 30 a 100 vezes 
mais rápidas do que as reações com nucleófilos com oxigênio em 
temperatura fisiológica (37°C).
97
 Essa comprovação é consistente com a 
participação do imidazol do resíduo histidina na transferência de 
fosforila em sistemas biológicos. Como exemplo, a hidrólise do p-
nitrofenil-fosfato diânion
98
 catalisada por imidazol ocorre 200 vezes 
mais rápida que a reação não catalisada (Esquema 13) e, procede com 
ataque do imidazol no átomo de fósforo, seguido da hidrólise do 
fosforilimidazol.
97
   
 
Esquema 13 
 
 
Em 2008, Orth e col.
3
 estudaram a reação do diéster de fosfato 
BMIPP (bis(2-(1-metil-1H-imidazolil)-fenil) fosfato) que contem dois 
grupos imidazóis com capacidade de atuar como catalisadores acido-
base geral, como modelo da ribonuclease A. No entanto, estudos 
teóricos e espectrometria de massas, mostraram que a reação podia 
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proceder por dois mecanismos cineticamente equivalentes (Esquema 
14).
4
 Os mecanismos propostos envolvem: i) catálise ácida geral 
intramolecular (IGAC) e catálise base-geral intramolecular (IGBC), 
como no caso de uma ribonulease A; e ii) catálise nucleofílica 
intramolecular (NUC) assistida por catálise ácida geral intramolecular, 
como acontece na família das fosfolipases D. As investigações para a 
hidrólise do BMIPP permitiram identificar o intermediário imidazol 
fosforilado, embora este intermediário tenha um tempo de vida muito 
curto. Provavelmente, os dois mecanismos atuam de forma competitiva 
na reação descrita no Esquema 14, com o maior destaque para o 
mecanismo que envolve a catálise nucleofílica. 
 
Esquema 14  
 
 
Intermediários de imidazóis fosforilados mais estáveis foram 
detectados nos estudos da degradação dos diésteres, bis(2,4-dinitrofenil) 
fosfato (BDNPP) e etil-2,4-dinitrofenil fosfato (EDNPP) e do triéster 
dietil-2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP).
92
 Os intermediários 
fosforilados, relativamente estáveis, foram detectados por 
espectrometria de massa e ressonância magnética nuclear (NMR). As 
reações com ésteres de fosfatos derivados do 2,4-dinitrofenol (EDNPP e 
DEDNPP) catalisadas por imidazol em meio aquoso (Esquema 15) 
acontecem via catálise nucleofílica, sendo o imidazol regenerado após 
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ataque exclusivo ao átomo de fosforo, que leva à formação do éster de 
fosfato correspondente. 
 
Esquema 15 
 
 
1.9. Polímeros como catalisadores biomiméticos 
 
Klotz e colaboradores na década de 1970 reportaram um dos 
primeiros trabalhos em que polímeros sintéticos foram empregados 
como modelos miméticos de enzimas. Os estudos tiveram como base a 
hidrólise de ésteres derivados do nitrofenol
17
 e o 2-hidroxi-5-nitrofenil 
sulfonato
15
 catalisadas por polietilenoimina (PEI) modificada com 
grupos dodecil e metileno imidazol ancorados na cadeia polimérica 
(Figura 9). Estudos cinéticos comparativos envolvendo o PEI 
funcionalizado e a enzima -quimotripsina com o éster derivado do 
nitropenol forneceram constantes catalíticas semelhantes. O aumento da 
velocidade da reação de hidrólise do 2-hidroxi-5-nitrofenil sulfonato foi 
da ordem de 10
12
 vezes em comparação ao imidazol livre e 10
2
 vezes em 
relação à enzima aril sulfatase.
15
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Figura 9 – Estrutura do PEI funcionalizada com grupos metileno 
imidazol como sítio catalítico e dodecil como sítio hidrofóbico.   
 
 
O PEI é obtido através da polimerização da etilenoimina e 
possuem a etilamina como unidade repetida. A estrutura do PEI (2) é 
constituída por 25% de aminas primárias, 50% de aminas secundárias e 
25% de aminas terciárias. Os nitrogênios terciários são os pontos de 
bifurcação no esqueleto polimérico. O microambiente policatiônico é 
fornecido pelas cargas positivas depositadas sobre os átomos de 
nitrogênios da cadeia polimérica onde, na faixa de pH entre 3 e 13 
coexistem as aminas protonadas e deprotonadas.
99,100
 Isto faz com que o 
PEI possa atuar como catalisador ácido-base geral e/ou nucleofílico.
101
  
 
 
2 
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Sendo assim, a construção de enzimas sintéticas deve levar em 
consideração vários fatores que facilitam a eficiência catalítica, dentre 
estes: 
(i) Alta afinidade para a formação da ligação enzima-
substrato, resultante de um sítio ativo na enzima, que é 
complementar à forma e distribuição de cargas ao substrato, como 
também de ligações hidrofóbicas do substrato ao sítio catalítico. 
O sítio ativo, geralmente hidrofóbico contém resíduos catalíticos 
ativos (e.g. o trio catalítico: serina, aspartato e histidina).  
(ii) O processo de difusão do substrato no sítio ativo deve 
ser rápido. Os substratos devem ser termodinamicamente neutros. 
Substratos ou produtos fortemente ligados ao estado de transição 
reduzem a eficiência catalítica; 
(iii) A proximidade dos grupos catalíticos no sítio 
ativo de uma enzima pode reduzir o custo entrópico de uma 
reação, tornando-a termodinamicamente favorável;  
(iv) Alta velocidade de reação e alto número de ciclos 
catalíticos, o qual ocorre porque a enzima tem afinidade maior 
pelo estado de transição que pelos reagentes ou produtos e assim 
estabiliza o estado de transição e diminui a energia de ativação 
para a reação global.
12
  
A estrutura do PEI pode ser funcionalizada por alquilação ou 
acilação dos nitrogênios. Assim, o PEI e seus derivados têm sido usados 
na preparação de enzimas sintéticas.
100
  
A vitamina B6 (3) e compostos derivados são essenciais para a 
manutenção dos processos vitais e uma ampla variedade de enzimas faz 
uso da vitamina B6 como cofator. Reações de transaminação e outras 
transformações de aminoácidos são realizadas com piridoxal-fosfato 
(forma ativa da vitamina B6) (4) e piridoxamina-fosfato (5) como 
coenzimas.
102
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  (3)                             (4)                                 (5) 
 
A transaminação entre um aminoácido e um cetoácido é, 
provavelmente, a mais importante forma de transferência de nitrogênio 
em sistemas biológicos. A reação acontece com a piridoxamina-fosfato 
reagindo com o cetoácido para formar piridoxal-fosfato e o aminoácido 
correspondente. Liu e Breslow
101
 utilizaram o PEI funcionalizado como 
transaminase mimética e a piridoxamina como cofator para promover a 
transaminação do ácido pirúvico (Esquema 16). A constante de 
velocidade para a reação com PEI funcionalizado e a piridoxamina foi 
6.700 vezes maior que a reação da piridoxamina livre. A reação de 
transaminação envolve vários passos em que há catálise ácida e básica 
geral. A eficiência da catálise tem sido atribuída aos nitrogênios não 
protonados, os quais são suficientemente básicos para promover catálise 
básica geral. Da mesma forma, aminas protonadas são suficientemente 
ácidas para participar na catálise ácida geral e ambos processos 
catalíticos são possíveis com PEI, principalmente pela proximidade dos 
nitrogênios na cadeia polimérica.  
 
Esquema 16 
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Breslow e colaboradores em 2009, utilizaram poli(vinil 
imidazóis) como transaminase mimética.
103
 Os estudos foram realizados 
com os polímeros poli(4-vinilimidazol) (P4VIm) e poli(1-vinilimidazol) 
(P1VIm) na reação de transaminação de ácidos pirúvicos na presença de 
diferentes piridoxaminas como cofatores (Esquema 17). A aceleração 
da aminação do ácido fenilpirúvico pelo polímero P4VIm com 4,5% de 
monômero dodecil na presença do cofator E é de quase 2 milhões de 
vezes. Sob as mesmas condições, o ácido indol pirúvico foi convertido a 
triptofano com aceleração de 4 milhões de vezes.
103
  
 
Esquema 17 
 
 
Esforços importantes vêm sendo realizados para verificar a 
importância dos efeitos cooperativos na catálise. Com esse intuito o 
polímero poli(acrilamida) foi funcionalizado com o grupo hidroxamato 
juntamente com carboxilato para formar o poli(hidroxamico) alcanoato 
(PHA) onde foram detectados efeitos cooperativos entre os respectivos 
grupos reativos.
25
 O polímero PHA se mostrou eficiente na degradação 
do diéster e do triéster de fosfato BDNPP e DEDNPP, respectivamente. 
Em ambas reações a velocidade aumentou por um fator maior que 10
6
 
vezes. O mecanismo sugerido para a defosforilação com PHA depende 
do pH. Na faixa de pH em que a espécie monoaniônica é predominante, 
o mecanismo deve ocorrer através do ataque do grupo carboxilato sobre 
o BDNPP e/ou através da catálise básica com o oxigênio do grupo 
carboxilato assistindo o ataque do hidroxamato e aumentado sua 
nucleofilicidade na reação com o BDNPP (Esquema 18). Em pH mais 
elevado, o hidroxamato pode atacar diretamente o substrato, podendo ou 
não ser assistido por uma catálise básica geral intramolecular do grupo 
carboxilato adjacente. 
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Esquema 18 – Mecanismos sugerido para a defosforilação com PHA. 
 
 
1.9.1. Polímeros molecularmente impressos 
 
Outra classe de catalisadores biomiméticos são os polímeros 
molecularmente impressos (MIPs, do inglês molecularly imprinted 
polymers). Os MIPs foram sintetizados com o objetivo de tornar os 
sítios ativos na cadeia polimérica muito mais miméticos a certos fatores 
que possam contribuir para uma elevada atividade catalítica. Para isso, 
grupos polimerizáveis são fixados a uma molécula modelo, a qual é 
copolimerizada com grande excesso do agente que promova a formação 
de ligações cruzadas, na presença de um solvente inerte. O modelo após 
a copolimerização deve ser cuidadosamente removido, o que faz com 
que ocorra a formação de um polímero altamente poroso com cavidades 
bem definidas que podem atuar como sítios catalíticos artificiais.
12
  
Os MIPs têm-se demonstrado eficientes para mimetizar o sítio 
ativo de enzimas naturais, como também possibilitam introduzir grupos 
catalíticos eficientes junto ao sítio ativo em uma orientação 
predeterminada. Grupos que não existem na natureza podem ser 
introduzidos por essa técnica. 
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1.9.2. Polímeros desenvolvidos via química orgânica 
combinatória 
 
A química combinatória pode, em geral ser definida como o 
método que permite, de forma simultânea, sintetizar um grande números 
de compostos utilizando uma variedades de materiais de partida.
104
 Um 
exemplo do emprego da química orgânica combinatória é o trabalho 
desenvolvido por Menger e colaboradores
1
 em que o foco foi a 
funcionalização da poli(alilamina) com diferentes ácidos carboxílicos 
em um único passo (Figura 10), com o objetivo de obter polímeros que 
pudessem catalisar a degradação do diéster bis(p-nitrofenil) fosfato 
(BNPP) de forma análoga a uma fosfodiesterase. Os estudos da 
degradação do BNPP foram conduzidos em pH 7 em temperatura 
ambiente na presença de um dos três íons metálicos (Mg
2+
, Zn
2+
 e Fe
3+
). 
O maior incremento na velocidade foi de 31.400 quando na presença de 
íons Fe
3+
.   
 
Figura 10 – Funcionalização aleatória da poli(alilamina) com diferentes 
ácidos carboxílicos. Os grupos R no polímero, representam vários 
grupos funcionais.  
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Outro estudo realizado por Menger também amparado na química 
orgânica combinatória, foi a polimerização do anidrido acrílico seguida 
de reação com diferentes aminas, para desenvolver um catalisador capaz 
de promover a desidratação de uma -hidroxicetona (Esquema 19).105 
As reações de eliminação são encontradas também em sistemas 
biológicos onde citratos são desidratados a aconitatos e malatos a 
fumaratos, por enzimas individuais. A melhor desidratação observada 
apresentou um fator catalítico de 920 (23°C) próximo do valor de 1.200, 
observado para a desidratação do mesmo substrato por anticorpos 
catalíticos a 37°C, em pH 7.  
 
Esquema 19 – O poli(anidridoacrílico) foi funcionalizado 
simultaneamente com três ou quatro aminas de onze aminas. As aminas 
em azul fazem parte do polímero funcionalizado com maior fator 
catalítico na reação de eliminação.   
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A química orgânica combinatória aplicada no desenvolvimento 
de catalisadores têm-se mostrado eficiente. É uma forma rápida de testar 
diferentes grupos como sítios catalíticos em uma única molécula, 
embora, a predefinição dos grupos na estrutura polimérica é definida ao 
acaso, o que torna muito difícil a reprodutibilidade do catalisador. 
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2. OBJETIVOS 
 
O objetivo desta tese de doutorado é desenvolver nanoreatores 
através da funcionalização do ácido poli(acrílico) (PAA) com grupos 
imidazóis e avaliar a eficiência catalítica do mesmo em reações de 
degradação de ésteres de fosfato e carboxilato. 
Para atingir os objetivos desta tese estratégias foram definidas 
dentre as quais, destacam-se: 
1. Funcionalizar o PAA com 1-(3-aminopropil)-imidazol 
utilizando carbodiimida; 
2. Caracterizar e propor a estrutura do polímero 
funcionalizado (PAIM) através de técnicas de: 
a) Infravermelho, 
b) NMR 
1
H, 
c) Espectrometria de massas, 
d) Cromatografia por filtração em gel, 
e) Titulação potenciométrica, e 
f) Eletroforese capilar. 
3. Aumentar a hidrofobicidade do polímero PAIM via 
alquilação com 1-bromododecano levando ao produto PAIM-12.  
4. Avaliar a eficiência catalítica dos polímeros PAIM e 
PAIM-12 na degradação dos ésteres de fosfato dietil 2,4-dinitrofenil 
fosfato (DEDNPP) e de carboxilato acetato de 4-nitropenila (PNPA) e 
caprilato de 4-nitrofenila (PNPC). 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 
 
3.1. Reagentes 
 
O ácido poli(acrílico) (PAA) de massa molar 1.800 g mol
-1
, N,N’-
diisopropilcarbodiimida 98% (DIC) e  1-(3-Aminopropil)-imidazol 98% 
foram obtidos da Sigma Aldrich e foram usados como recebidos. O 
solvente N,N – Dimetilformamida (DMF) (P.A. Vetec) foi seco com 
peneira molecular 3Å ativada e o diclorometano (P.A. Vetec) foi usado 
como recebido. A água deuterada (D2O) foi adquirida da Cambridge 
Isotope Laboratories (99,9%). Os substratos acetato de 4-nitrofenila 
(PNPA) e caprilato de 4-nitrofenila (PNPC) foram procedentes da 
Aldrich, já o triéster dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) foi 
disponibilizado pelo Laboratório de Catálise e Fenômenos Interfaciais e 
seu preparo está bem definido na literatura.
106
 Os demais reagentes 
foram procedentes da Aldrich, Carlos Erba e Vetec, sendo utilizados 
sem tratamento prévio. 
 
3.2. Síntese do PAIM e PAIM-12 
 
A síntese do PAIM parte da funcionalização do PAA através da 
reação com o agente de acoplamento N,N’-diisopropilcarbodiimida 
(DIC)
107
 de acordo com a Figura 11 a. 
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Figura 11 – Representação das reações: (a) funcionalização do PAA 
com 1-(3-Aminopropil)-imidazol e (b) alquilação do PAIM com 1-
bromododecano. 
 
 
Foram diluídos em um balão de 250 mL 1,5 g (20,0 mmols do 
monômero) do PAA em 30 mL de DMF a 60°C, em seguida foi 
adicionado sob agitação 20.0 mmol do agente de acoplamento (DIC) 
diluído em 10 mL de DMF. Após 30 minutos, com agitação constante, 
foram adicionado gota-a-gota 20,0 mmols de 1-(3-aminopropil)-
imidazol diluídos em 10 mL de DMF. A temperatura foi elevada e 
mantida a 75°C por quatro dias. No final desse período a solução foi 
mantida em repouso até o sistema atingir temperatura ambiente. Após o 
período de repouso o precipitado N,N’-diisopropilureia foi removido por 
filtração e o DMF rotaevaporado a 75°C e pressão negativa de 15 torr. A 
solução contendo o polímero foi diluída em água deionizada e a ureia 
remanescente foi removida em um extrator líquido-líquido utilizando 
CH2Cl2/H2O (Figura 12).  
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Figura 12 – Foto do sistema de extração líquido-líquido (CH2Cl2/H2O) 
em processo de purificação do polímero. 
 
Fonte: próprio autor.  
 
A ureia, mais solúvel no solvente orgânico, pode ser extraída da 
solução aquosa de polímero em aproximadamente 48 horas de extração. 
Durante o processo, o solvente (CH2Cl2) é mantido em ebulição e seus 
vapores são lentamente condensados, novamente na forma líquida o 
solvente orgânico gota-a-gota atravessa a solução aquosa carreando a 
ureia remanescente da solução PAIM/H2O. Através do dispositivo sifão 
a solução CH2Cl2/ureia é conduzida ao balão, o solvente é recuperado e 
o ciclo mantido. Finalmente, a fase aquosa contendo o polímero 
solubilizado foi concentrada em rotaevaporador e posteriormente 
liofilizada. O produto é um sólido amorfo de cor amarelada. O polímero 
foi caracterizado de acordo com o item 3.3. (resultados e discussão item 
4).   
O polímero PAIM foi alquilado
108
 com 1-bromododecano para 
levar ao produto PAIM-12 de acordo com a Figura 11 b. A reação foi 
realizada em um balão de 50 mL, onde foram adicionados 1,96 g do 
PAIM e 20 mL de DMF. O sistema foi homogeneizado, logo após 
adicionou-se, a temperatura ambiente, lentamente 0,5 mL (2,1 mmols) 
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do 1-bromododecano só então, a temperatura foi elevada para 70°C e o 
sistema mantido por quatro dias. No final desse período, o aquecimento 
foi desligado e o sistema resfriado a temperatura ambiente. 
Posteriormente, o solvente foi rotaevaporado a 75°C e pressão de 15 
torr. O produto foi solubilizado em CH2Cl2 e extraído com H3O
+
. O 
polímero solubilizado em água foi concentrado em rotaevaporador e 
posteriormente liofilizado. IV e NMR 
1
H ver resultados e discussão 
item 4.1.1. 
 
3.3. Métodos 
 
O PAA funcionalizado foi caracterizado através das técnicas de 
infravermelho (IV), NMR 
1
H, espectrometria de massas com ionização 
por eletronebulização (ESI/MS, do inglês Electrospray ionization – 
Mass Spectrometry), titulação potenciométrica, cromatografia por 
filtração em gel ou exclusão de tamanho, (GFC/SEC, do inglês Gel 
Filtration Chromatography / Size Exclusion Chromatography) e 
Eletroforese Capilar. 
 
3.3.1. Estudos por espectroscopia de IV 
 
As análises de IV foram realizadas em um espectrômetro Varian 
modelo Excalibur 3100 com transformada de Fourier equipado com um 
detector do tipo MCT. As amostras foram analisadas em pastilhas de 
KBr. 
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3.3.2. Estudos de NMR 
1
H 
 
As análises de NMR 
1
H foram realizadas no aparelho de 
ressonância magnética nuclear de 200 MHz disponível na Central de 
Análise do Departamento de Química da Universidade Federal de Santa 
Catarina (UFSC). As soluções foram preparadas e analisadas a 25°C 
contendo 10 mg mL
-1
 do polímero em água D2O/TMS. Os espectros 
foram manipulados pelo programa MestreC. 
 
3.3.3. Estudos de GFC/SEC 
 
Os estudos para determinação da massa molecular do polímero 
funcionalizado foram realizados por GFC/SEC em um equipamento de 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) Varian, modelo Pro 
Star, com uma bomba Varian 210 e detector de índice de refração 
Varian 356-LC. As corridas foram feitas a 35ºC em 1,0×10
-3
 mol dm
-3
 
de Na2CO3 pH 9,4 (fluxo de 1,0 mL min
-1
) em uma coluna Varian 
PLaquagel –OH Mixed –H (8 μm, 300 x 7,5 mm). O peso molecular foi 
calculado com base na curva de calibração obtida através de padrões de 
poli(etilenoglicol) (PEG) de diferentes pesos moleculares (26.840, 
20.360, 4.000 e 1.500 g mol
-1
). O peso molecular numérico médio( ̅ ), 
o peso molecular ponderado médio ( ̅ ) e a dispersidade da massa 
molar (de acordo com a IUPAC
109
 – molar-mass dispersity, ÐM) foram 
calculados utilizando as Equações 1 a 3 respectivamente,
110
 em que h1 é 
a altura do cromatograma no tempo 1 e M1 é a massa do polímero no 
tempo 1.   
 
 ̅   
∑  
∑    
⁄
        (1) 
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 ̅   
∑    
∑  
        (2) 
ÐM   ̅  ̅         (3) 
 
3.3.4. Estudos de espectrometria de massas – ESI-MS/MS  
 
Os estudos foram realizados com o objetivo de revelar a 
composição elementar do íon molecular através de valores exatos da 
razão massa carga (m/z) e/ou fragmentos que possam ser utilizados 
como impressão digital na análise composicional do polímero. Os 
polímeros foram submetidos a análise de ESI-MS e ESI-MS/MS  
Os experimentos de ESI-MS/MS foram conduzidos sob 
supervisão do Prof. Dr. Gustavo Amadeu Micke e doutoranda Melina 
Heller no laboratório LACFI. 
As análises de ESI/MS foram realizadas em um espectrômetro de 
massas LC/MS/MS triplo-quadrupolo Applied Biosystems modelo 
3.200 Q Trap com resolução unitária. O aparelho foi operado no modo 
íon positivo, espécies individuais foram submetidas à dissociação por 
colisão induzida (CID) com nitrogênio como gás de colisão. Por essa 
técnica foi possível detectar a razão massa/carga do monômero do 
polímero PAIM, assim como suas respectivas quebras. As amostras 
foram preparadas em água/0,1% de ácido fórmico 10 ppm e injetadas 
diretamente com fluxo de 20,0 L min
-1
. As condições operacionais da 
fonte foram de 5.500 Volts para o íon-spray; Nitrogênio foi utilizado 
como cortina de gás de dessolvatação (Curtanin Gas
TM
) a 10 psi, como 
gás de nebulização (GS1) foi utilizado argônio a 18 psi. Os dados foram 
tratados utilizando o software Analyst (versão 1.5.1; Applied 
Biosystems).  
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3.3.5. Titulação potenciométrica 
 
As medidas de titulação potenciométrica foram realizadas em um 
sistema automatizado com um titulador Metrohm, modelo 765 Dosimat 
e pHmetro Metrohm, modelo 827 pHlab, em uma célula de vidro com 
capacidade para 150 mL. A solução contendo o polímero funcionalizado 
foi titulada com pequenos incrementos de solução padronizada de KOH 
0,1 mol L
-1
 sob atmosfera de nitrogênio e força iônica controlada. Os 
dados obtidos experimentalmente foram tratados através do programa 
FITEQL 4.0, com a finalidade de determinar os pKas dos grupos 
carboxilato e imidazólico os quais esperam ser encontrados na cadeia do 
polímero funcionalizado e assim determinar a eficiência da 
funcionalização. 
 
3.3.6. Estudos de Eletroforese Capilar 
 
Os experimentos foram conduzidos sob supervisão do Prof. Dr. 
Gustavo Amadeu Micke e doutoranda Melina Heller. As análises foram 
realizadas em um equipamento de eletroforese capilar modelo HP
3D
CE 
da marca Agilent Technologies (Palo Alto, CA, E.U.A.) equipado com 
um detector de arranjo de diodos ajustado em 280 nm (acetona, 
marcador do fluxo eletrosmótico 1) e 410 nm (tiouréia, marcador do 
fluxo eletrosmótico 2), respectivamente. A aquisição e o tratamento dos 
dados foram realizados com o programa HP Chemstation. 
 As soluções contendo os marcadores de fluxo e o polímero 
foram introduzidas pela extremidade mais afastada do detector (“inlet”) 
e injetadas hidrodinamicamente sob pressão de 50 mbar (50 mbar = 
4996.2 Pa), conforme o método utilizado (Williams & Vigh).
111
 A 
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tensão aplicada para a separação foi de 10 kV por 0,75 min, com 
polaridade positiva no lado da injeção.  
Todas as medidas foram realizadas a 25°C em um capilar de 
sílica fundida com revestimento externo de poliimida (32 cm × 50 m 
D. I. × 375 m D. E.) adquirido da Polymicro (São Paulo, Brasil). O 
capilar foi, primeiramente, condicionado com hidróxido de sódio 1,0 
mol L
-1 
e água deionizada por 30 min cada e com cada eletrólito de 
corrida por 10 min. Entre as corridas, o capilar foi condicionado durante 
1 min com o eletrólito de corrida. 
 
3.3.7. Estudos de Tensiometria 
 
A concentração micelar crítica (CMC) do PAIM foi determinada 
por tensiometria, as medidas das tensões superficiais foram realizadas 
usando o método de placa de Wilhelmy
112
 em um Tensiômetro 
EasyDyne da KRÜSS. As medidas forma feitas a 25°C e o ponto zero 
foi obtido em água deionizada como sendo de 71,7 mN m
-1
 (γH2O = 71,9 
mN m
-1
, a 25°C)
113
, seguiu-se então com sucessivas adições de 25 L de 
uma solução estoque de 5,02×10
-3
 mol dm
-3
 do PAIM em água.   
 
3.3.8. Estudos cinéticos 
 
As medidas cinéticas foram realizadas em um espectrofotômetro 
de UV/VIS Cary 50, o qual está acoplado a um computador, onde está 
disponível o sistema de aquisição e tratamento de dados Cary WinUV 
3.00. Em todas as medidas foram utilizadas cubetas de quartzo com 
capacidade de 3,5 ml e 1,0 cm de caminho ótico. As reações foram 
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iniciadas pela adição de uma alíquota de 10 L da solução estoque do 
substrato em CH3CN (5,110
-3
 mol dm
-3
 para DEDNPP e 1,010
-3
 mol 
dm
-3
 para PNPA e PNPC) (estocada em freezer) a 3 mL de uma solução 
do polímero funcionalizado previamente tamponada e com 
compensação de temperatura em cela acoplada a um banho termostático. 
As constantes de velocidades observadas (kobs) foram medidas seguindo 
o aumento das absorbâncias no comprimento de onda correspondente ao 
aparecimento do produto fenólico em função do tempo. Os pHs das 
medidas cinéticas foram mantidos com os seguintes tampões: 
CH3COOH (pH 4,00-5,00), BIS-TRIS (pH 6,00-7,00) e TRIS (pH 8,00-
9,00) e bicarbonato (9,50-10,50), todos a 1,010
-3
 mol dm
-3
. As medidas 
de pH foram realizadas com um pHmetro digital Hanna, calibrado com 
soluções padrões pHs 4,00, 7,00 e 10,00 (Carlo Erba). Todas as medidas 
foram realizadas com compensação de temperatura, em cela acoplada a 
um banho termostático operando com temperatura mínima de 25°C e 
máxima de 55°C ambos com variação de  0,1°C. As medidas 
realizadas em água deuterada (D2O) tiveram os valores de potencial de 
deutério (pD) corrigidos considerando pD = pHlido+ (4,2910
2
/T) -1,04 
onde T é a temperatura em Kelvin.
114
  
As medidas cinéticas foram acompanhadas pela formação dos 
produtos fenólicos: (i) 2,4-dinitrofenolato comprimento de onda máxima 
(máx) em 360 nm, produto observado da degradação do DEDNPP; (ii) 
4-nitrofenolato (máx = 400 nm) produto observado da degradação do 
PNPA e do PNPC, em pH < 7 o produto 4-nitrofenol foi acompanhado 
em comprimento de onda de 317 nm. Os espectros sucessivos de UV-
VIS representados na Figura 13 são típicos da degradação em água do 
(a) DEDNPP em função do tempo em pH 8 a 25°C, (b) PNPA e PNPC 
acima do pH 7, (c) PNPA e PNPC abaixo do pH 7, a 25°C.  
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Figura 13 – Espectros sucessivos de UV-VIS típicos da degradação em 
água de (a) DEDNPP em função do tempo em pH 8 a 25°C (máx = 360 
nm), (b) PNPA em pH 9,5 (máx = 400 nm), (c) PNPA em pH 4,5 (máx 
= 317 nm), a 25°C. A esquerda está representada respectivamente os 
gráficos de absorbância em função do tempo.   
 
 
As corridas cinéticas foram efetuadas sob condições de primeira 
ordem e monitoradas por no mínimo três tempos de meia vida (t1/2), os 
valores da constante de velocidade observada de primeira ordem (kobs) 
foram obtidos graficamente empregando a Equação 4, na qual At 
representa a absorbância no tempo t qualquer, Ainf. o valor da 
absorbância em tempo infinito e A0 representa a absorbância para o 
tempo t igual a zero. Um gráfico de ln(Ainf. – At) em função do tempo 
forneceu uma correlação linear na qual ln(A)0 é igual ao intercepto e kobs 
representa o coeficiente angular.  No entanto, reações com t1/2 superior a 
3.000 horas foram monitoradas por velocidades iniciais (V0) e os 
coeficientes angulares dos gráficos de absorbância vs o tempo, foram 
divididos pelas absorbâncias finais calculadas. 
Os cálculos dos parâmetros de ativação foram feitos através dos 
valores de kobs pelo emprego da equação de Eyring, representada abaixo 
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(Equação 5). Um gráfico de Eyring de ln [kobsh (kB T)
-1
] como função 
do recíproco da temperatura termodinâmica forneceu uma correlação 
linear na qual ΔS

 R
-1
 é igual ao intercepto e ΔH

 R
-1
 representa o 
coeficiente angular. As energias de ativação (Ea) foram fornecidas 
através da Equação 6 enquanto as variações de energia livre de ativação 
(ΔG

) foram calculadas a partir da Equação 7. 
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)                                    (7) 
 
Os ajustes dos dados cinéticos foram realizados com o programa 
ORIGIN versão 8, sendo que para todas as medidas os coeficientes de 
correlação (r
2
) foram superiores a 0,998 com os desvios-padrões abaixo 
de 210
-3
. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
4.1. Caracterização do polímero PAIM  
 
A funcionalização do PAA à PAIM ocorreu via a conversão de 
parte dos grupos ácidos do PAA em reativos agentes acilantes, e para 
isso foi utilizado como agente de acoplamento uma carbodiimida (DIC). 
Carbodiimidas são amplamente empregadas na síntese de polipeptídios 
e amino ácidos. A espécie reativa é o O-acilo-isoureia, esse grupo é 
altamente reativo, porque o nitrogênio é susceptível à protonação e a 
quebra da ligação O-acilo converte a ligação dupla C=N da isoureia em 
um grupo carbonila, mais estável.
115
 
 
4.1.1. Estudos de IV e NMR 
1
H 
 
O espectro de IV do PAIM quando comparado com o espetro do 
PAA, é observado o desaparecimento dos estiramentos de C=O do PAA 
e o aparecimento de uma forte banda em 1.645 cm
-1
 referente ao 
estiramento de C=O da amida que sobrepõe o dobramento de N-H em 
1.556 cm
-1
 (Figura 14 a & c). No entanto, em ambos, é observado os 
estiramentos de O-H em 3.455 cm
-1
 e de C-O em 1.260 cm
-1
 referente a 
resíduos do ácido poliacrílico. A banda de 3.100 cm
-1
, referente à 
Harmônica de 1.550 cm
-1
, pode ser observada nos espectros do 1-(3-
aminopropil)-imidazol (reagente) como do PAIM (Figura 14 b & c). 
Ainda pode ser observado no espectro do PAIM (Figura 14 c) uma 
única banda por volta de 3.300 cm
-1
 referente ao estiramento de N-H de 
amida secundária.    
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Figura 14 – Espectros de IV (KBr, ̅   / cm
-1
): (a) Espectro do reagente 
PAA; (b) espectro do reagente 1-(3-aminopropil)-imidazol; (c) espectro 
do produto PAIM após o final da reação. 
 
 
Os resultados obtidos por IV concordam com a estrutura esperada 
para o PAIM indicando a presença da função ácido carboxílico e amida, 
o que sugere uma parcial funcionalização do PAA. O estudo de NMR 
1
H realizado consolida a estrutura proposta (Figura 15 a). NMR 
1
H 
(200 MHz, D2O) ppm: os picos 7.05 1H (a), 7.17 1H (b), 7.70 e 1H (c) 
são referentes aos hidrogênios aromáticos do imidazol; já os picos 4.07, 
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2H (d), 3.234 2H (e) e 3.699 2H (f) são referentes as absorções dos 
metilenos da amida substituída; e os picos 3.086 1H (g), 1.972 2H (h) e 
2.125 1H (i) são referente aos hidrogênios dos grupos metino e metileno 
da espinha dorsal da cadeia polimérica.  
O espectro 
1
H NMR obtido do PAIM-12 (Figura 15 b) é 
consistente com o espectro do PAIM como esperado. Assim como, o 
aumento dos picos referentes aos hidrogênios metilenicos em que resulta 
e evidencia a alquilação do imidazol. 
 
Figura 15 – Espectro de 
1
H NMR obtido do (A) PAIM e (B) PAIM-12 
em D2O a 25°C.  
(A) Espectro em 200 MHz do PAIM (ppm); 7.05, 1H (a); 7.17, 1H 
(b); 7.70, 1H (c); 4.07, 2H (d); 3.23 2H(e); 3.69 2H (f); 3.09 1H 
(g); 1.97 2H (h); 2.12 1H (i). 
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(B) Espectro em 200 MHz do PAIM-12 (ppm); 7.08, 1H; 7.25, 1H; 
7.88, 1H; 4.14, 2H; 3.31 2H; 3.82 2H; 3.09 1H; 1.99 2H; 2.13 
1H. 
 
 
 
4.1.2. Determinação do peso molecular do PAIM 
 
O peso molecular e dispercidade do PAIM foram estimados por 
GFC/SEC. Essa técnica é amplamente utilizada na caracterização de 
polímeros
116
, peptídeos e proteínas,
117
 consiste em separar moléculas de 
acordo com o volume hidrodinâmico ocupado. O volume de eluição 
depende do tamanho do analito, moléculas maiores que o tamanho 
médio dos poros do recheio da coluna (maior volume hidrodinâmico), 
não serão difundidas e o aminho percorrido será menor do que o aminho 
percorrido por moléculas menores (menor volume hidrodinâmico), estas 
sim serão difundidas.
110,116
 Consequentemente, o volume de eluição será 
menor para moléculas com maior volume hidrodinâmico e maior para 
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moléculas com menor volume hidrodinâmico, como pode ser visto na 
Figura 16, a medida que o peso molecular do polietileno glicol é 
aumentado, o volume de eluição diminui (Ver cromatograma no anexo I 
Figura A3). 
 
Figura 16 – Curva analítica para GFC, Peso molecular vs volume de 
eluição do padrão (polietileno glicol); r
2
 = 0,999; Y  = 10,562(0,031) -
0,672(0,003) X (■); Volume de eluição do PAIM aponta para o Mw = 
3.071  350 g mol
-1
. 
 
 
O peso molecular numérico médio ( ̅  = 2.859 g mol
-1
), o peso 
molecular ponderal médio ( ̅  = 3.071  350 g mol
-1
) e a 
dispersibilidade da massa molar (ÐM = 1,07) foram determinados 
através da Figura 16 sob o volume de eluição de 10,6 mL para o PAIM. 
A ÐM com valor próximo de um (1) indica a estreita dispersidade do 
PAIM,
109
 esse valor é consistente, visto que a reação foi de 
funcionalização do PAA. 
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4.1.3. Estudos de espectrometria de massas do PAIM 
 
As análises de ESI-MS e ESI-MS/MS foram empregadas para 
obter informações a respeito do grau de funcionalização do PAA. Nos 
espectros de ESI(+)-MS (Figura 17) pode ser observado picos com 
diferença de 72 g mol
-1
 e 179 g mol
-1
 como indicado. Esses valores 
correspondem ao peso molecular do monômero do PAA e do 1-(3-
aminopropil)-imidazol, respectivamente, e como resultado indica que o 
PAA não foi completamente funcionalizado.  
 
Figura 17 – Espectros de ESI-MS (+) do PAIM com diferença de 
massas de 72 e 179 g mol
-1
 entre os picos correspondentes ao PAA e ao 
PAA funcionalizado.  
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O espectro de fragmentação ESI(+)-MS/MS do íon com m/z 610 
(Figura 18), o qual contem três unidades de imidazol e uma de ácido 
carboxílico, mostra que o 1-(3-aminopropil)-imidazol é efetivamente 
incorporado ao polímero.   
 
Figura 18 – Espectro de ESI/MS/MS (+) do monômero do PAIM de 
m/z 610.  
 
 
4.1.4. Titulação potenciométrica 
 
A titulação potenciométrica foi explorada para determinar as 
constantes de dissociação Ka1 e Ka2 do equilíbrio ácido-base do PAIM. 
Os dados experimentais foram ajustados com o programa FITEQL 4.0, 
tutilizando como modelo o ácido húmico
118
, conforme é mostrado na 
curva de titulação do PAIM (1,14 g dm
-3
) Figura 19. O ajuste da curva 
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pode ser observado na Figura 19 b, o valor observado da soma 
ponderada dos quadrados divididos por graus de liberdade (WSOS/DF, 
do inglês weighted sum of squares divided by degrees of freedom) foi 
igual a 7,91. De acordo com a referência 118, esse valor quando entre 
0.1 e 20 é indicativo de um ajuste razoavelmente bom.  
O valor do WSOS/DF é obtido pelo programa FITEQL através da 
Equação 8 em que    
  é a diferença das concentrações analítica da 
componente [H
+
] calculada e experimental (Y = TH
calc.
 – TH
exp.
), 
conhecidas para todos os pontos (P).     é a estimativa do erro 
experimental associado com  a função Y, já  np, nII e nu são os números: 
de pontos titulados, de grupos com dois componentes e de parâmetros 
ajustáveis. Na Figura 19 b estão representadas as componentes Y, a 
concentração total (T) experimental de [H
+
] e a concentração total 
calculada (S) (componente soma), sendo este valor a soma da 
concentração de [H
+
] para todas as espécies envolvidas.
118
      
 
         
∑(
   
 
  
)
 
          
                                                                      (8) 
 
O ajuste da curva de titulação forneceu os valores de pKa para os 
grupos carboxilato e imidazol (4,85  0,13 e 6,70  0.04) 
respectivamente. Esses valores são consistentes com os valores obtidos 
para o ácido acrílico monomérico  (pKa = 4,76)
119
 e para o imidazol.
5
  
Na Figura 19 a estão representadas as distribuições de espécies 
para o PAIM em função do pH. Os valores abaixo do pH 4,85 a espécie 
predominante em solução é o PAIM
+
, enquanto acima do pH 6,70 a 
espécie que predomina é o PAIM
-
, entre esses pHs a espécie que 
prevalece é a espécie neutra PAIM. As espécies foram determinadas 
através do equilíbrio expresso por Ka1 e Ka2 (Figuras 19). Essas espécies 
podem estar distribuídas em diferentes proporções e a diferença está 
relacionada com o grau da funcionalização do PAA.  
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Figura 19 – Titulação potenciométrica de 1,14 g dm
-3
 do PAIM (■). (a) 
Distribuição das espécies (PAIM
+
 e PAIM
-
) em equilíbrio vs. pH, a 
25°C; (b) Estimativa do ajuste do programa FITEQL 4.0 (Goodness of 
Fit). 
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4.1.5. Mobilidade eletroforética 
 
A estrutura do PAIM é constituída por íons carboxilatos, 
imidazois e imidazois protonados. Essa duplicidade de cargas foi 
revelada quando se mediu a mobilidade eletroforética do PAIM (Figura 
20), a mobilidade muda de positiva passando pelo ponto zero indo para 
negativa à medida que o pH é elevado. O ponto zero pode ser 
identificado como o ponto isoelétrico do PAIM que se encontra entre os 
pHs 5 e 6, o que reflete a característica anfotérica do polímero. Os 
valores acima do ponto isoelétrico, parte superior positiva da Figura 20, 
são principalmente atribuídos aos carboxilatos protonados, já a parte 
inferior negativa abaixo do ponto isoelétrico, são valores sobretudo 
conferidos aos imidazois. Esses dados concordam com os valores de 
pKas obtidos para os grupos carboxilato e imidazol do PAIM. Polímeros 
com múltiplas cargas são classificados como polieletrólito. 
Polieletrólitos são estruturas muito importantes quando se busca a 
construção de moléculas que possam complexar DNA e de sistemas de 
liberação controlada de fármacos.
120,121
 O DNA tem caráter 
multianiônico o que dificulta a permeação através da membrana celular, 
para facilitar essa permeação polímeros catiônicos vem sendo 
amplamente investigados.
121-123
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Figura 20 – Efeito da mobilidade eletroforética do PAIM vs pH. As 
corridas foram realizadas de acordo com o método de Willians & 
Vigh.
111
 Ver Anexo I.   
 
Com base nos equilíbrios Ka1 e Ka2 e o ponto isoelétrico do polímero foi 
possível simular as frações das espécies PAIM
-
 e PAIM
+
 contidas na 
estrutura do polímero. Os resultados obtidos estão representados na 
Figura 21. A interseção das curvas, o ponto isoelétrico teórico obtido 
para o PAIM, permite quantificar o grau da funcionalização do PAA 
através do número de grupos carboxilatos e imidazois ni e nii 
respectivamente. Os valores (ni = 13,3 e nii = 11,7) foram obtidos 
através do ajuste teórico para o ponto isoelétrico em pH 5,41 (Figura 
21) levando em consideração os pKas de 4,85  0,13 e 6,70  0,04 
experimentais desses grupos. O ponto isoelétrico teórico está dentro do 
valor medido experimentalmente, entre os pKas 5 e 6, através da 
mobilidade eletroforética do polímero. Os dados sugerem como a 
espécie predominante, abaixo do ponto isoelétrico, o polímero contendo 
aproximadamente 13 cargas negativas (PAIM
13-
) e acima deste, a 
espécie predominante é o polímero carregado com aproximadamente 12 
cargas positivas (PAIM
12+
) (Figura 21). O PAA (Mw = 1.800 g mol
-1
) é 
constituído de 25 unidades monoméricas visto que, os dados obtido pelo 
ajuste do gráfico da Figura 21 indicam aproximadamente 13 unidades 
3 4 5 6 7 8
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monoméricas e 12 unidades monoméricas funcionalizadas ou seja, 
aproximadamente 47% do PAA foi funcionalizado com 1-(3-
aminopropil)-imidazol com razão de aproximadamente 1:1. Quando 
esses dados são convertidos em massa molar teórica do PAIM o valor 
obtido é de 3.052 g mol
-1
 muito próximo do valor obtido por GFC ( ̅  
= 3.071  350 g mol
-1
).  
Figura 21 – Número de grupos vs pH para o PAIM. () número de 
grupos –COO
-
 e () número de grupos IMZ
+
. Os dados foram ajustados 
levando em consideração os pKas de 4,85  0,13 e 6,70  0,04 obtidos 
experimentalmente. 
 
4.1.6. Estrutura do PAIM 
 
Com base nos estudos de GFC/SEC, espectrometria de massas e 
eletroforese, pode-se propor através do peso molecular médio e do grau 
de funcionalização, a estrutura do PAIM (Figura 22). A estrutura é 
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composta de 13 grupos carboxilatos e 12 grupos imidazois distribuídos 
em 12 unidades monoméricas medindo 65Å de comprimento por 19Å de 
altura, consistente com os dados experimentais onde cada monômero é 
constituído por um grupo carboxilato e um grupo imidazol. A estrutura 
proposta é a forma mais reativa esperada para o polímero PAIM na 
hidrólise de ésteres discutida no iten 4.2, pois apresenta grupos 
carboxilatos e imidazois deprotonados, ambos disponíveis para atuar 
como nucleófilos
5
 ou base-geral
4
 na catálise. 
 
Figura 22 – Estrutura proposta para o PAIM
13-
 com perfil de 65 Å e 
face de 19 Å, construída utilizando o programa GAUSSVIEW 3.0.
124
 A 
flechas na cor vermelha apontam para os grupos carboxilatos e as 
flechas em azul para os grupos imidazois.  
 
Estruturas que combinam diferentes funcionalidades, 
características de polieletrólitos e micelas, vem sendo de interesse no 
planejamento de nanoreatores de altíssima eficiência baseados no 
mimetismo de reações enzimáticas.
24
 A eficiência catalítica das micelas 
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é bem estabelecida e depende da habilidade de compartimentar 
reagentes. Polímeros e moléculas anfifílicas podem formar domínios 
com características semelhantes a micelas, incluindo a capacidade de 
solubilização e de formar ligações iônicas.
21
  
 
4.1.7. Formação de sistemas homogêneos organizados 
 
Os resultados até então apresentados, com respeito a estrutura do 
PAIM, apontam para um sistema com diferentes funcionalidades que se 
assemelha aos polysoaps. Polysoaps são classes de polímeros que 
compreende recursos de polieletrólitos e micelas, formando estruturas 
bem organizadas dependentes de forças eletrostáticas e hidrofóbicas que 
permitem a ligação de reagentes iônicos e substratos orgânicos.
24
 Uma 
forma simples para caracterizar sistemas homogêneos organizados é 
através de sucessivas medidas da tensão superficial (γ) em diferentes 
concentrações do agente (e.g. surfactantes, polímeros), esses valores são 
representados na forma gráfica da γ (mM m
-1
) vs o log [agente]. A 
organização do sistema é evidenciada pela quebra de linearidade, o que 
indica a formação de micelas.
125
 Micelas são agregados moleculares 
auto-organizados formados em solução acima da concentração micelar 
crítica (CMC) com regiões hidrofóbica e hidrofílica na mesma 
estrutura.
126
 A agregação ocorre acima de 2,98×10
-5
 mol dm
-3
 para o 
sistema PAIM/H2O determinada por extrapolação e mostrada na Figura 
23. Vale salientar que todas as corridas cinéticas foram realizadas acima 
da concentração de agregação do PAIM assim, todos os sistemas 
estudados podem ser constituídos de sistemas bem organizados. 
Essa agregação do PAIM pode leva à formação de 
microdomínios de maior hidrofobicidade. Esses microdomínios atuam 
como nanoreatores que concentram os reagentes e favorecem a 
catálise.
21,24
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Figura 23 – Variação da tensão superficial com a concentração do 
PAIM a 25°C. A CMC de 2,98×10
-5
 mol dm
-3
 foi determinada por 
extrapolação das duas retas.  
 
 
4.2. Estudos cinéticos do polímero PAIM com os substratos 
DEDNPP, PNPA e PNPC 
 
4.2.1. Hidrólise do DEDNPP 
 
A avaliação do perfil de pH para o efeito do PAIM sobre a 
reação de desfosforilação do DEDNPP em água é mostrada na Figura 
24. A constante de velocidade de segunda ordem (k2), com base na 
concentração do polímero (1.6×10
-4
 mol dm
-3
), foi comparada com o k2 
obtido para análoga reação do DEDNPP com imidazol livre (1 mol dm
-
3
).
5
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Os resultados (Tabela 1) mostram que o aprimoramento da 
velocidade na reação de desfosforilação para o imidazol livre é de 
aproximadamente 2.200 vezes, comparado à hidrólise espontânea do 
substrato. Contudo, quanto k2 é dado em função da concentração total do 
PAIM (1,6×10
-4
 mol dm
-3
; MM = 3.071), o aprimoramento da 
velocidade pode chegar a 12.000 vezes e pela relação k2/(k0/55.5) o 
efeito catalítico pode chegar a 667.000, indicando o PAIM como um 
importante catalisador na degradação do DEDNPP. A reação de 
degradação do DEDNPP na presença do polímero de partida, 
anteriormente a funcionalização (PAA), não apresentou atividade 
catalítica relevante como pode ser observado na Figura 24 com valores 
de kobs próximos aos valores da hidrólise espontânea (Ver anexo II 
tabela b1).  
 
Figura 24 – Perfil de pH para a reação de degradação do DEDNPP a 
25°C, (●) na presença do PAIM (1,6×10
-4
 mol dm
-3
). (□) hidrólise 
espontânea do substrato, I = 1,0 (KCl) e (■) na presença do PAA 
(8,210
-4
 mol dm
-3
) contendo apenas grupos carboxilátos.   
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Tabela 1 – Parâmetros cinéticos obtidos dos ajustes das curvas kobs vs 
pH obtidos experimentalmente da reação do DEDNPP em água na 
presença
a
 e na ausência
b
 do PAIM. 
Parâmetro Cinéticos 
k2, M 
-1
s
-1
 [IMZ]
b
 (1,77  0,10)  10
-2
 
k0, s
-1 b
 (8,0 0.50)  10
-6 
kOH, M
-1
s
-1 b
 0,42
 
k2, M 
-1
s
-1
 [PAIMmon.]
a; c 
(0,73  0,06)  10
-2
  
k2, M 
-1
s
-1
 [PAIMpol.]
a; d 
(9,03  0,57)  10
-2
  
k2, M 
-1
s
-1
 [PAIM-12pol.]
c;f 
(16,2  1,2)  10
-2
   
pKa(IMZ)
e 
6,70  0,04 
a 
Parâmetros cinéticos obtidos pelo ajuste da Figura 24. 
b
 Valores 
obtidos das referências 5 e 25. 
c
 Considerando [polímero] = 1,7×10
-4
 
mol dm
-3
; 
d
 Considerando [polímero] = 1,6×10
-4
 mol dm
-3
; 
e
 Valor 
obtido por titulação potenciométrica a 25°C. 
f 
Valor do pKaIMZ = 6,17  
0,092 e k0, s
-1 
= (5,10,48) 10
-6
 obtido pelo ajuste da Figura 26. Todos 
os ajustes foram feitos através das Equações 8 e 9.  
 
Quando comparada diretamente a reatividade do PAIM com 
imidazol livre deve-se levar em consideração a concentração local do 
grupo imidazol, visto que o PAIM possui aproximadamente doze 
grupos imidazois (PAIM[IMZ] = 6,11×10
-4
 moL dm
-3
). Assim, 
considerando a razão de kobs pela concentração do grupo imidazolil 
(Figura 25), os incrementos em kobs promovidos pelo PAIM são de 
3.837 vezes (pH 8,5), comparado com a reação espontânea. O 
incremento é na ordem de 2,1 vezes maior quando comprado com 
imidazol livre 1.637 vezes mais concentrado. No entanto, o maior 
incremento frente ao imidazol livre em pH 5 é de 74 vezes, o que pode 
ser atribuído ao grupo carboxilato contido no PAIM. Desta forma o 
PAIM se mostrou eficiente para catalisar a degradação do DEDNPP 
estendendo a faixa catalítica para regiões mais baixas de pH, onde os 
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grupos carboxilatos do PAA e os grupos imidazois livres não o foram 
eficientes quando avaliados de forma individual.  
 
Figura 25 – Perfil de pH para a reação do PAIM (6,11×10
-4
 mol dm
-3
 
de imidazois livres) com DEDNPP, dados em kobs/[Grupo imidazol] (M
-
1
s
-1
) a 25°C. Concentração local de grupos imidazolil  para (●) PAIM e 
a
comparativos obtidos da referência 5: reação com imidazol livre (1 mol 
dm
-3
) (▲) e (□) a 
a
hidrólise espontânea do substrato a 25°C, I = 1,0 
(KCl).    
4 5 6 7 8 9 10
1E-5
1E-4
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O incremento promovido pelo PAIM, com tão baixa 
concentração de grupos imidazois, pode ser atribuído a regiões na 
estrutura polimérica com maior hidrofobicidade. O efeito hidrofóbico 
refere-se à tendência que os compostos orgânicos apolares apresentam 
ao se afastar da água para formar agregados, estes de diferentes 
tamanhos com tempo de vida curto bem definidos ou não (e.g. micelas e 
vesículas). Essa hidrofobicidade favorece a aproximação do substrato, o 
que faz aumentar a concentração e a velocidade do número de colisões 
nos sítios catalíticos.
21
 Assim, com o objetivo de aumentar a 
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hidrofobiciade do polímero PAIM, reagiu-se o mesmo com 1-
bromododecano (3:1) levando ao polímero PAIM-12 com imidazol 
alquilado (ver parte experimental item 3.2).  
 
 
PAIM-12 
 
O perfil de pH para a reação do DEDNPP em água, na presença 
do PAIM e na presença do PAIM-12 é mostrado na Figura 26, também 
pode ser observado o limite da solubilidade do PAIM-12 em pH 6,5. Os 
resultados (Tabela 1) para o polímero mais hidrofóbico (PAIM-12) 
revelam o aprimoramento na velocidade de degradação do substrato de 
até 31.183 vezes quando comparado com a reação espontânea. Esses 
resultados corroboram uma maior concentração do substrato nos sítios 
catalíticos do polímero Os dados experimentais foram ajustados pelas 
Equação 9 para a reação com a água e Equação 10 para a reação com 
PAIM, desenvolvidas com base no Esquema 20, onde k0 e kOH são as 
constantes de velocidade para a hidrólise espontânea do substrato e sua 
reação com OH
-
 respectivamente, k2PAIM é a constante de velocidade 
para a reação com a forma deprotonada do PAIM, e IMZ é a fração 
molar do PAIM deprotonado, que representa a espécie neutra reativa do 
imidazol (pKa = 6,70).  
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kobs(DEDNPP) = k0 +  kOH  [OH

]     (9)  
k2PAIM-DEDNPP = (kobs(PAIM-DEDNPP) - kobs(DEDNPP) ) / [PAIM].PAIM (10)  
 
Esquema 20 
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Figura 26 – Perfil de pH para a reação de degradação do DEDNPP, a 
25°C, em água com: (●) PAIM-12 (1,7×10
-4
 mol dm
-3 
em 20% MeCN);
a
 
(o) PAIM (1,6×10
-4
 mol dm
-3
) e (□) a hidrólise espontânea do substrato 
com I = 1,0 (KCl) obtido da referência 9. 
a
 Solubilidade limitada ao pH 
6,5.  
 
 
Os estudos cinéticos para a degradação do DEDNPP na presença 
dos polímeros PAIM e PAIM-12 revelaram uma diferença no 
aprimoramento na velocidade de degradação do substrato de mais de 
19.000 vezes para o PAIM-12 em relação ao PAIM, o que foi atribuído 
à maior capacidade para concentrar o substrato nos sítios catalíticos do 
polímero. As constantes de velocidade observadas para a reação do 
DEDNPP frente aos polímeros PAA, PAIM e PAIM-12 em pH 6,5 
estão na Tabela 2. O pH de 6,5 é o limite da solubilidade do PAIM-12 
na concentração de 1,7×10
-4
 mol dm
-3 
em 20% MeCN a 25°C.  
Não houve necessidade do emprego de força iônica nos estudos 
cinéticos, tendo em vista que os substratos se encontram livres de 
cargas, o que minimiza a repulsão eletrostática com o polímero. 
Nucleófilos e/ou íons hidróxidos, são repelidos por substratos com 
cargas negativas o que não ocorre com substratos neutros.  
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A solução reacional em 20% MeCN pode ainda ter reduzido o 
efeito catalítico para as reações com o polímero. Estudos reportados 
para a degradação do PNPA com núcleófilos em mistura de MeCN/H2O 
tiveram decréscimos nas constantes de velocidades, a media que a 
concentração de MeCN aumenta em até 30%.
127
 Esse efeito foi atribuído 
a capacidade da MeCN para formar complexos com a água. As 
interações eletrostáticas dipolar iônica da MeC
+
N
-
 abaixo de 30% com 
a água pode desestabilizar o estado de transição aumentado a energia de 
ativação e consequentemente diminuíndo a velocidade da reação.
128
 O 
estado de transição pode em princípio, existir em qualquer ponto ao 
longo da coordedanda da reação.
129
 Essa posição muda com a 
transferência de solvene e assim, a velocidade pode aumentar, como 
reportado,
127
 acima de 30% MeCN. Desta forma, deve ser levando em 
consideração um aprimoramento ainda mais relevante para as reações do 
polímero sob esta condição. 
 
Tabela 2 – Constantes de velocidade observada para a reação do 
DEDNPP com PAA, PAIM e PAIM-12, bem como a hidrólise 
espontânea, em pH 6,5 a 25°C. 
 10
-6
 kobs (s
-1
) t1/2 (min) 
Hidrólise 
espontânea 
8,01
 
1442
 
PAA 7,11 1625 
PAIM 14,0 825 
PAIM-12 24,3 475 
Concentrações dos polímeros: PAA (8,210
-4
 mol dm
-3
); PAIM 
(1,6×10
-4
 mol dm
-3
); PAIM-12 (1,7×10
-4
 mol dm
-3 
em 20% MeCN). 
 
O valor de k2 do PAIM dado na Tabela 1, foi obtido pelo ajuste 
(Equação. 9, Figura 24) é consistente com estudos recentes que 
mostram que a desfosforilação de ésteres em reações com imidazol 
envolvem o mecanismo do tipo SN2(P).
5
 Na Figura 27 pode ser visto a 
linearidade do ajuste para o gráfico kobs vs [PAIMmonômero] com 
coeficiente angular de acordo com k2, o que confirma a dependência de 
primeira ordem, o ajuste linear obtido para o polímero PAIM-12 pode 
ser visto no Anexo 2 Figura B1. A reação do PAIM com DEDNPP na 
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região de pH em que os grupos imidazois estão na sua maior parte 
neutro, apresentou um baixo valor do efeito isotópico cinético do 
solvente (k
H
/k
D
 = 1,59), consistente com dois caminhos: nucleofílico e 
base-geral, que atuam de forma simultânea (Esquema 21).  
A razão k
H
/k
D
 para a reação do DEDNPP na presença de 
imidazois livres em pH 8,5 é reportado como sendo de 1,25,
5
 e indica 
que a reação ocorre pelo menos inicialmente via mecanismo 
nucleofílico. Isso foi confirmado através de identificações 
espectroscópicas (NMR de 
1
H e de 
31
P e ESI-MS) do intermediário 
forforilimidazol. O efeito isotópico cinético do solvente apresentado 
para a reação do DEDNPP não é suficientemente baixo (k
H
/k
D
 <1) para 
que a reação ocorra exclusivamente via mecanismo nucleofílico, e nem 
suficientemente alto (k
H
/k
D 
>2) para seguir exclusivamente via base-
geral e assim,  sugere-se que os dois mecanismos possam ocorrer de 
forma simultânea e indempendente.  
O baixo valor de k
H
/k
D
 observado ocorre quando há uma grande 
diferença entre os pKas do doador e do aceptor de prótons, resultando em 
um estado de transição mais adiantado ou tardio para a transferência de 
prótons.
85
 O que pode explicar o maior valor para a razão k
H
/k
D
 da 
reação do DEDNPP com o PAIM, quando comparado com a mesma 
reação na presença de imidazol livre. Onde, o doador é a água (pKa = 
15,7) e o aceptor é o PAIM (pKa1 = 4,85 e pKa2 = 6,70) ou o imidazol 
livre (pKa = 7,10). Ou seja, o valor observado de 1,59 para a razão k
H
/k
D
 
é consistente com a sugerida dependência desta razão com o pKa da base 
geral.
130
 Assim, a reação do DEDNPP na presença do PAIM ocorrer 
preferivelmente (não unicamente) via catálise básica-geral. 
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Figura 27 – Perfil de concentração kobs vs concentração do PAIM para a 
reação de degradação do DEDNPP; tampão bicarbonato (0,01 mol dm
-
3
), pH 9,00, 25°C, r
2
 = 0.998; a = (1,45  0,73)10
-5
; b = (7,64  
0,15)10
-3
. 
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Esquema 21. 
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4.2.1.1. Parâmetros termodinâmicos – PAIM / DEDNPP  
 
A influência da temperatura para a reação do DEDNPP com 
PAIM pode ser observada na Tabela 3. A medida que a temperatura do 
sistema aumenta é observado um aumento na velocidade de degradação 
do DEDNPP, podendo chegar ao t1/2 de 43,4 minutos à 55°C. Os 
parâmetros de ativação foram calculados a 25, 35, 45 e 55°C para a 
reação do DEDNPP com PAIM. As constantes de velocidade foram 
determinadas em pH 9, região em que é alcançado o patamar no gráfico 
de perfil de pH.  
Por meio de gráfico de Arrhenius (Figura 28) foi determinado o 
valor de Ea (14,3  0,08 kcal mol
-1
). O gráfico de Eyring (Figura 29) foi 
usado para a obtenção dos valores de H e de S, em que kB e h 
referem-se às constantes de Boltzmann (1,3810
-23
J K
-1
) e de Planck 
(6,6310
-34
 J s) respectivamente.
92
 O valor de G foi obtido através da 
Equação 7 (ver parte experimental). Todos os gráficos fornecem uma 
excelente relação linear com r
2
 de 0.999. 
 
Tabela 3 – Constantes de velocidade observadas em diferentes 
temperaturas para a hidrólise do DEDNPP catalisada pelo PAIM.  
T (°C) kobs (s
-1
) t1/2 (min) 
25 2.9110
-5
 397 
35 6.2110
-5
 186 
45 1.3010
-4
 88,9 
55 2.6610
-4
 43,4 
Todas as corridas cinéticas foram realizadas em pH 9.0 (tampão 
bicarbonato de potássio 0.01 mol dm
-3
). 
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Figura 28 – ln kobs vs 1/T para a reação do PAIM com DEDNPP, em 
pH 9.0; (r
2
 = 0.999; SD = 0.0185; a = 13.7  0,25; b = (-7.22  
0.08)10
3
 ; Ea = 14,3  0,08 kcal mol
-1
.  
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Figura 29 – ln [kObs h (kB T)
-1
] vs 1/T para a reação do PAIM com 
DEDNPP, em pH 9.0, (r
2
 = 0.999; a = -16.8  0,25; b = (- 6.90  0,08) 
10
3
; H = 13.7  0.08 kcal mol-1; S = - 33.4  0,25 cal (Kmol)-1; 
G = 23.6 kcal mol-1.  
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Os parâmetros termodinâmicos calculados para a reação do 
DEDNPP com PAIM bem como na presença de imidazol livre podem 
ser observados na Tabela 4. O baixo valor de entalpia de ativação, a 
grande e negativa entropia de ativação são valores esperados para um 
ataque binuclear sobre o átomo de fósforo.
86
 Esses dados também são 
consistentes com a catálise básica geral.
5
   
 
Tabela 4 – Parâmetros termodinâmicos da ativação calculados para as 
reações do DEDNPP na presença do PAIM bem como na presença de 
imidazol. 
Parâmetros PAIM Imidazol livre
a 
H, kcal mol-1 13.7  0.08 9,90  0,30 
S, cal (Kmol)-1 - 33.4  0,25 -32,1  1,5 
G, kcal mol-1 23,6
 
 19,5
 
a
 Dados obtidos da referência 117 para imidazol livre (1mol dm
-3
; pH 
8,5) . Parâmetros calculados com PAIM (1,6×10
-4
 mol dm
-3
;
 
pH 9,0) 
pelas Equações 5 e 7 a 25°C.  
 
Embora não seja regra mas sim uma diretriz, valores de entropia 
de ativação próximos a zero é esperado para reações unimolecular, e 
valores próximo de -25 unidades de entropia (e.u.) são observados para 
reações bimoleculares.
4
 Reações do tipo SN2, em solventes polares, 
apresentam baixos valores de entalpia de ativação, em consequência do 
desenvolvimento de cargas no estado de transição. O sistema então mais 
organizado pela solvatação, reflete à desfavoráveis entropias de 
ativação. O que permite a compensação da energia livre de Gibbs.
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A hidrólise espontânea do tris-2-piridil-fosfato (TPP)
131
 apresenta 
parâmetros de ativação muito semelhantes aos obtidos para a reação 
catalisada do DEDNPP com o PAIM. A reação do TPP envolve a 
catálise básica geral intramolecular, assistida por uma molécula de água 
nucleofílica, que conduz a um arranjo preciso consistente com a grande 
e negativa entropia de ativação de -36,19 e.u.. O mecanismo proposto 
para o TPP é suportado pelo efeito isotópico sinético do solvente obtido 
de 3,15, bem superior ao obtido para o DEDNPP com o polímero de 
1,59.   
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4.2.2. Hidrólise de éster de carboxila – PNPA e PNPC 
 
A hidrólise do acetato de p-nitrofenila (PNPA) e caprilato de p-
nitrofenila (PNPC), ésteres homólogos de moléculas bioorgânicas, 
foram investigadas na presença dos polímeros PAIM e PAIM-12. Os 
resultados são mostrados nas Figuras 30-32 e são consistente com o 
Esquema 22 e com as Equações 11 e 12. 
 
Esquema 22 
 
kobs(PNPA) = k0 +  kOH  [OH

]     (11)  
k2PAIM-PNPA = (kobs(PAIM-PNPA) - kobs(PNPA) ) / [PAIM]. PAIM  (12) 
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As constantes de velocidade obtidas do tratamento dos dados 
experimentais (Figura 30) são dadas na Tabela 5. A constante de 
velocidade de segunda ordem (k2 = 1,06  0,03), com base na 
concentração do PAIM de 1,610
-4
 mol dm
-3
, corresponde ao 
aprimoramento da velocidade da reação de desacilação de mais de 
530.000 vezes, quando comparada com a hidrólise espontânea do PNPA 
e de quase 30.000.000 vezes comparada com a constante de velocidade 
de segunda ordem para a reação com a água (k0/55,5). Quando a reação 
ocorre na presença do imidazol livre (410
-3
 mol dm
-3
; k2 = 3310
-2
)
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o aprimoramento da velocidade é de 3,14 vezes menor do que a 
hidrólise na presença do PAIM.  
 
Figura 30 – Perfil de pH para a reação de degradação do PNPA: (●) 
PAIM (1,6×10
-4
 mol dm
-3
), (□) hidrólise espontânea do substrato sob as 
mesmas condições (25°C, 20% MeCN), e (■) na presença do PAA 
(1,610
-4
 mol dm
-3
) contendo apenas grupos carboxilátos.   
 
A reação de hidrólise do PNPA na presença do polímero de 
partida, anteriormente a funcionalização (PAA), não apresentou 
atividade catalítica relevante como pode ser observado na Figura 30 
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com valores de kobs próximos aos valores da hidrólise espontânea com 
máximo em pH 8, acima desse pH a hidrólise deve ser, em parte, 
atribuída aos íons hidróxido em solução (ver anexo II Tabela b4). 
Esses resultados permitem sugerir que o aprimoramento da velocidade 
da reação de hidrólise do PNPA é em grande parte atribuído aos grupos 
imidazois contidos na estrutura do PAIM.  
 
Tabela 5 – Parâmetros cinéticos obtidos dos ajustes das curvas kobs vs 
pH obtidos experimentalmente das reações com: PNPA e PNPC em 
água na presença e na ausência do PAIM. 
Parâmetros Cinéticos 
Constantes PNPA PNPC 
k0, s
-1 
 1,99  10
-6 a 
(1.25  0.82)  10
-6 e 
kOH, M
-1
s
-1 
 0,91  0.10 
a 
0.66  0.06 
e 
k2, M 
-1
s
-1
 [PAIMpol.]
 
1.06  0,03 
b
  (53,9  2,77) 10
-2 c, d 
pKa(IMZ)
 
6,70  0,04 
c 
a
 Valores obtidos do ajuste da Figura 31. 
b
 Considerando [polímero] = 
1,6×10
-4
 mol dm
-3
; 
c
 Valor obtido por titulação potenciométrica a 25°C. 
d
 Ajuste obtidos com o dado de k0, = (1.3  0,28)  10
-5
 s
-1
. 
e 
Parâmetro 
obtido pelo ajuste da Figura 32. Os ajustes foram realizados utilizando 
as Equações 11 e 12. 
 
O incremento na constante de velocidade do PNPC (Tabela 5) 
quando comparado com a hidrólise espontânea é de no máximo 270.000 
vezes, e de quase 10.000.000 vezes comparada com a constante de 
velocidade de segunda ordem para a reação com a água. Os dados 
também mostram que o PNPC apresenta menor incremento em k2 frente 
ao PNPA, o que já era esperado. Estudos apontam para o efeito 
provocado pelo maior caráter hidrofóbico, o que leva à agregação 
molecular, e dificulta a aproximação do catalisador. Como exemplo, a 
constante k2 para a hidrólise básica do PNPA é 800 vezes maior, quando 
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esta é comparada com o laurato de p-nitrofenila.
133
 No entanto, quando a 
hidrofobicidade do polímero é aumentada o inverso é observado. Ou 
seja, o substrato mais hidrofóbico fica mais disponível para se 
aproximar do catalisador. Isso é observado nos estudos com o PAIM-
12.  
O substrato mais hidrofóbico PNPC, quando na presença do 
PAIM-12, tem sua constante de velocidade k2 de 0,54  0,03 M
-1
s
-1
 
aumentada para 2,32  0,08 M
-1
s
-1
, com incremento de quase 2.000.000 
vezes comparado com a hidrólise espontânea. A constante de velocidade 
de segunda ordem para a reação com a água chega a ser 1  10
8
 vezes 
menor. Já o substrato menos hidrofóbico PNPA (k2 de 1.06  0,03 M
-1
s
-
1
), praticamente não teve k2 alterado na presença do polímero mais 
hidrofóbico (k2 = 1,05  0,06 M
-1
s
-1
; pKa(exp.) = 5,93  0,07). O aumento 
na velocidade da reação com o aumento da hidrofobicidade dos ésteres 
de acila já foi observado frente a outros polieletrólitos sob a mesma 
explicativa.
134
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Figura 31 – Perfil de pH para a reação de degradação do PNPA em 
água com: (●) PAIM-12 (1,7×10
-4
 mol dm
-3
)
a
; (■) PAIM (1,6×10
-4
 mol 
dm
-3
), e (□) a hidrólise espontânea do substrato. Todas as corridas foram 
realizadas em 20% de MeCN a 25°C. 
a
 Solubilidade limitada ao pH 6,5. 
 
Figura 32 – Perfil de pH para a reação de degradação do PNPC em 
água com: (●) PAIM-12 (1,7×10
-4
 mol dm
-3
);
a
 (■) PAIM (monômero 
1,6×10
-4
 mol dm
-3
), e (□) a hidrólise espontânea do substrato a 25°C. 
Todas as corridas foram realizadas em 20% de MeCN a 25°C. 
a
 
Solubilidade limitada ao pH 6,5.   
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 Embora a constante de velocidade de segunda ordem (k2) para a 
reação do PNPA com PAIM-12 não diferencie da reação com PAIM, 
podem ser vistos na Figura 30 o aumento nas kobs. Esses resultados 
mostram que há um pequeno aumento na concentração do PNPA nos 
sítios catalíticos do PAIM-12. Quando a kobs é apresentada em função 
de diferentes concentrações do PAIM-12, para ambos substratos (PNPA 
e PNPC), a diferença entre as constantes torna-se ainda mais evidentes 
(Figura 33).   
 
Figura 33 – Gráfico kobs vs concentração do PAIM-12 para a reação de 
degradação: (●) PNPC; (●) PNPA; Condição experimental: tampão 
BIS-TRIS (0.01 mol dm
-3
) pH 6.5 a 25°C e 20% de MeCN.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
Esta tese foi atribuída aos estudos de: (i) funcionalização do ácido 
poliacrílico com 1-(3-aminopopil)-imidazol; (ii) caracterização do 
produto da funcionalização (PAIM); (iii) atividade catalítica promovida 
por este na hidrólise do dietil 2,4-dinitrofenil fosfato e dos ésteres 
acetato e octanoato derivados do 4-nitrofenol; e (iv) efeitos catalíticos 
exercidos quando a hidrofobicidade do PAIM é aumentada via 
alquilação com 1-bromododecano.  
Os estudos de caracterização do polímero PAIM permite concluir 
que: 
(i) O polímero PAA, de peso molecular 1.800 g mol
-1
, teve 47% dos 
grupos carboxilatos funcionalizados levando ao produto PAIM de 
peso molecular ponderal médio de 3.071 g mol
-1
 de baixa 
polidispersidade; 
(ii) Os valores de pKas para os grupos carboxilatos e imidazois estão 
de acordo com a literatura (pKa(COO
-
) = 4,85  0,13; pKa(IMZ) = 
6,70  0,04); 
(iii) A mobilidade eletroforética depende da estrutura do PAIM com 
ponto isoelétrico (PI) teórico em pH 5,41. Para pH < PI a carga é 
positiva, com os grupos carboxilatos e imidazóis protonados. Em 
valores de pH > PI o polímero é negativo com os carboxilatos na 
forma deprotonada e ao grupo imidazol neutro; 
(iv)  A estrutura do PAIM é consistente com 13 grupos carboxilatos e 
12 imidazóis com 65Å de comprimento por 19Å de altura; 
Quando esses dados são convertidos em massa molar teórica do 
PAIM o valor obtido é de 3.051 g mol
-1
 muito próximo do valor 
de 3.071 obtido por GFC; 
(v) Os dados dos estudos de tensão superficial para diferentes 
concentrações do PAIM mostram saturação na superfície em 
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2,98×10
-5
 mol dm
-3
, e pode ser divida à formação de sistemas 
organizados.  
Os estudos cinéticos para a reação de hidrólise do DEDNPP na 
presença do polímero PAIM mostram: 
(i) O aumento na velocidade da reação medido em termos da 
constante de velocidade de segunda ordem (k2) é de quase 710
5
 
em relação à constante de velocidade de segunda ordem para a 
reação com a água. O incremento na velocidade da reação de 
hidrólise foi atribuído em grande parte aos grupos imidazóis do 
PAIM;  
(ii) A estenção da faixa catalítica para regiões mais baixas de pH; 
(iii) O mecanismo proposto para a reação indica dois caminhos: 
nucleofílico do tipo SN2(P) e base-geral. Ambos atuam de forma 
simultânea e independente, como sugere o baixo valor do efeito 
cinético do solvente e os valores de entalpia e entropia de 
ativação. 
Os estudos cinéticos para a hidrólise dos ésteres carboxílicos 
PNPA e PNPC na presença do PAIM mostram um aumento na constante 
de velocidade de segunda ordem de mais de 510
5
 e de 210
5
 vezes 
respectivamente, em relação à hidrólise espontânea dos mesmos. 
Aumentando a hidrofobicidade do polímero (PAIM-12), o maior 
aumento na velocidade é obtido para o PNPC, com incremento na k2 de 
quase 210
6
 vezes comparada com a hidrólise espontânea, e de 110
8
 
vezes quando comparada com a constante de velocidade de segunda 
ordem para a reação com a água. Na hidrólise do PNPA as constantes de 
velocidade observada (kobs), na presença de PAIM-12, são maiores do 
que na presença do PAIM. Isto pode ser devido ao aumento na 
concentração do substrato junto ao PAIM-12. O efeito catalítico com 
PAIM-12 também é observado na hidrólise do DEDNPP, onde o 
aumento é de 110
6
 vezes quando comparada com a constante de 
velocidade de segunda ordem para a reação com a água.  
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Os resultados apontam que os maiores efeitos catalíticos na 
presença do PAIM acontecem quando o substrato é incorporado no 
polímero. O PAIM e a sua forma mais hidrofóbica PAIM-12 mostraram-
se como eficientes nanoreatores para as reações de hidrólise dos 
substratos DEDNPP, PNPA e PNPC, com acelerações entre 700 mil e 
100 milhões de vezes. 
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7. Anexo – 1  
 
Figura A1 – Espectros de IV (KBr, ̅   / cm
-1
): produto PAIM-12 após 
o final da reação com bandas em 3455 (O – H), 3300 (N – H), 3100 
(harmônica de 1550), 1645 (C = O), 1558 (N – H), 1235 (C – O). 
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Figura A2 – Espectro de 
1
H NMR obtido do PAIM-12 em D2O a 25°C 
(ppm); 7.08, 1H; 7.25, 1H; 7.88, 1H; 4.14, 2H; 3.31 2H; 3.82 2H; 3.09 
1H; 1.99 2H;  2.13 1H. 
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Figura A3 – Cromatograma para padrões de PEG de diferentes pesos 
moleculares e do PAIM. Condições: tampão Na2CO3 (1×10
-3
 mol dm
-3
) 
pH 9,4; fluxo 1,0 ml min
-1
 a 35°C; coluna Varian PLaquagel –OH 
Mixed –H (8 μm, 300 x 7,5 mm). 
 
 
Tabela A1 – Composição dos eletrólitos usados no cálculo da 
mobilidade do PAIM. 
Composição do eletrólito
a 
pH 
H3PO4 5,6 mmol dm
-3
 and NaH2PO4 20,8 mmol dm
-3
 2,85 
HIBA 50,2 mmol dm
-3
 and TRIS 20,2 mmol dm
-3
 3,75 
HIBA 30,1 mmol dm
-3
 and TRIS 20,1 mmol dm
-3
 4,22 
MES 50,1 mmol dm
-3
 and  TRIS 21 mmol dm
-3
 5,89 
MES 21 mmol dm
-3
 and  TRIS 24 mmol dm
-3
 7,40 
a
 HIBA = Ácido Isobutírico; TRIS = Tris(hidroximetil)aminometano; 
MES = Ácido 2-(N-Morfolino)etanossulfônico. 
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7.1. ANEXO – 2  
Tabela B1 – Constantes de velocidade observada em função do pH para 
a reação de hidrólise do DEDNPP: somente em água, na presença do 
PAA e na presença do PAIM.  
H2O PAA PAIM 
pH 10
6
  kobs, s
-
1 
pH 10
6
 kobs, s
-1 
pH 10
6
 kobs, s
-1 
- - - - 4,0 7,67 
- - 4,5 7,90 4,5 7,92 
- - 5,1 7,78 5,0 8,85 
- - 5,5 7,87 5,5 10,4 
6,0 6,90 6,1 7,01 6,0 10.8 
- - 6,5 7,11 6,5 14,0 
7,0 6,10 7,0 7,05 7,0 15,8 
- - 7,5 7,44 7,5 19,7 
8,0 7,40 8,3 8,58 8,0 22,4 
8,5 8,97 - - 8,5 25,7 
8,9 13,5 9,1 12,0 9,0 29,1 
9,5 23,5 - - 9,5 39,5 
9,7 31,3 - - - - 
10,0 47,9 - - - - 
Condições experimentais: PAIM (1,6×10
-4
 mol dm
-3
); hidrólise 
espontânea do substrato, I = 1,0 (KCl); PAA (8,210
-4
 mol dm
-3
). Todos 
os dados foram realizados a 25°C em solução tamponada 0.01 mol dm
-3
. 
Tabela B2 – Constante de velocidade kobs dependente da concentração 
do PAIM. Degradação alcalina do DEDNPP. 
DEDNPP 
10
3
 [PAIM], mol dm
-3
 10
4
 kobs, s
-1
 t1/2, min 
0,82 0,291 397 
4,93 1,14 101 
16,4 3,14 36,8 
24,6 4,63 25,0 
32,8 6,35 18,2 
Condições reacionais: Tampão bicarbonato (0,01 mol dm
-3
), pH 9,00, 
25°C. 
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Figura B1 – Perfil de concentração kobs vs concentração do PAIM-12 
para a reação de degradação do DEDNPP; Tampão BIS-TRIS (0.01 mol 
dm
-3
) pH 6.5 a 25°C e 20% de MeCN; r
2
 = 0,995; a = -2,4  1,76; b = 
0,121  0,004.  
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Tabela B3 – Constante de velocidade kobs dependente da concentração 
do PAIM-12. Degradação ácida do DEDNPP. 
DEDNPP 
10
3
 [PAIM-12], mol dm
-3
 10
4
 kobs, s
-1
 t1/2, min 
0,57 0,137 843 
0,82 0,242 477 
1,14 0,264 438 
1,70 0,413 278 
2,27 0,550 210 
2,84 0,732 158 
Condições reacionais: Tampão BIS-TRIS (0.01 mol dm
-3
) pH 6.5; 20% 
de MeCN a 25°C.  
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Tabela B4 – Constantes de velocidade observada em função do pH para 
a reação de hidrólise do PNPA: somente em água e nas presenças: do 
PAA, do PAIM e do PAIM-12.  
H2O PAA PAIM PAIM-12 
pH 10
6
 kobs, 
s
-1 
pH 10
6
 kobs, 
s
-1 
pH 10
6
 kobs, 
s
-1 
pH 10
6
 kobs, 
s
-1
 
4,0 0.78 - - 4,0 5,88 4,0 5,95 
- - - - - - 4,5 14,2 
5,0 0,78 5,0 6,22 5,0 15,6 5,0 22,0 
- - - - - - 5,5 51,6 
6,1 2,52 6,1 6,24 6,1 54.6 6,1 94,7 
- - - - - - 6,5 137 
7,0 3,87 7,1 5,89 7,0 110 - - 
8,0 4,34 8,0 14,2 8,0 162 - - 
9,1 18,6 9,1 91,0 9,2 191 - - 
- - - - 9,5 39,5 - - 
10,1 105 - - 10,1 289 - - 
Condições experimentais: PAA (1,610
-4
 mol dm
-3
); PAIM (1,6×10
-4
 
mol dm
-3
) e PAIM-12 (1,7×10
-4
 mol dm
-3
), 20% de MeCN. Todos os 
dados foram realizados a 25°C em solução tamponada 0.01 mol dm
-3
. 
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Tabela B5 – Constantes de velocidade observada em função do pH para 
a reação de hidrólise do PNPC: somente em água e nas presenças: do 
PAIM e do PAIM-12.  
H2O PAIM PAIM-12 
pH 10
6
 kobs, s
-1 
pH 10
6
 kobs, s
-1 
pH 10
6
 kobs, s
-1
 
- - - - 4,0 6,18 
- - - - 4,5 16,2 
- - 5,0 10,1 5,0 38,4 
- - 5,5 18,3 5,5 81,6 
- - 6,1 61,6 6,0 197 
6,5 0,70 6,5 56,2 6,5 279 
7,0 0,30 7,0 67,3 - - 
7,5 1,78 7,5 85,2 - - 
8,0 1,33 - - - - 
8,5 6,36 8,5 101 - - 
9,1 8,63 9,2 110 - - 
9,5 22,9 - - - - 
Condições experimentais: PAIM (1,6×10
-4
 mol dm
-3
) e PAIM-12 
(1,7×10
-4
 mol dm
-3
), 20% de MeCN. Todos os dados foram realizados a 
25°C em solução tamponada 0.01 mol dm
-3
. 
 
Tabela B6 – Constante de velocidade kobs dependente da concentração 
do PAIM-12. Degradação ácida do PNPA e PNPC. 
Concentração
 
PNPA PNPC 
10
4
 [mol dm
-3
] 10
4
 kobs, s
-1
 t1/2, min 10
4
 kobs, s
-1
 t1/2, min 
1,22 0,802 144 1,82 63,5 
2,45 1,59 72,7 3,45 33,5 
3,65 2,22 52,0 4,78 24,2 
4,88 3,03 38,1 6,33 18,3 
6,10 3,54 32,6 8,68 13,3 
Condições reacionais: Tampão BIS-TRIS (0.01 mol dm
-3
) pH 6.5; 20% 
de MeCN a 25°C.  
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7.2. ANEXO – 3  
Figura c1 – Imagem cópia do cabeçalho do artigo referente a esta tese 
intitulado “Polymers containing imidazole groups as nanoreactors for 
hydrolysis of esters”, aceito em 16 de novembro de 2013 no Journal of 
Physical Organic Chemistry; DOI: 10.1002/poc.3263. 
 
 
